Analysis of SHOX gene regulatory and coding region variants in pediatric patients with idiopathic short stature by Stritar, Jera
UNIVERZA V LJUBLJANI 






























UNIVERZA V LJUBLJANI 










ANALIZA GENETSKIH RAZLIČIC V REGULATORNIH IN KODIRAJOČIH 
PODROČJIH GENA SHOX PRI OTROCIH Z NEPOJASNJENO NIZKO RASTJO 
 
ANALYSIS OF SHOX GENE REGULATORY AND CODING REGION VARIANTS 
IN PEDIATRIC PATIENTS WITH IDIOPATHIC SHORT STATURE 
 
 














Magistrsko nalogo sem opravljala na Kliničnem inštitutu za specialno laboratorijsko 
diagnostiko Pediatrične klinike v Ljubljani pod mentorstvom izr. prof. dr. Katarine Trebušak 
Podkrajšek, univ. dipl. kem., spec. med. biokem., spec. lab. med. gen. in somentorstvom doc. 




Iskreno se zahvaljujem mentorici izr. prof. dr. Katarini Trebušak Podkrajšek in somentorici 
doc. dr. Tinki Hovnik za njuno odzivnost, strokovno pomoč, spodbudo in vodenje pri izdelavi 
magistrske naloge. Posebna hvala Lani Stavber, dr. med., za posredovanje dragocenega 
medicinskega znanja ter Maji Ficko, mag. lab. biomed., za posvečen čas ter vso pomoč pri 
laboratorijskem delu in interpretaciji rezultatov. Hvala tudi vsem ostalim zaposlenim 
Kliničnega inštituta za specialno laboratorijsko diagnostiko, ki so kakorkoli pripomogli k 
nastanku tega magistrskega dela.  
Na koncu se želim zahvaliti mojim staršem za mnoge spodbude in potrpežljivost tekom študija 




Izjavljam, da sem magistrsko nalogo izdelala samostojno pod mentorstvom izr. prof. dr. 
Katarine Trebušak Podkrajšek, univ. dipl. kem., spec. med. biokem., spec. lab. med. gen. in 




Komisija za oceno in zagovor magistrske naloge: 
- predsednik komisije: prof. dr. Mitja Kos 




1 UVOD .................................................................................................................................. 1 
1.1 LINEARNA RAST ORGANIZMA IN MERJENJE RASTI ....................................... 1 
1.2 NIZKA RAST ............................................................................................................... 3 
1.2.1 NEPOJASNJENA NIZKA RAST ......................................................................... 6 
1.2.1.1 Genetski vidik nepojasnjene nizke rasti ............................................................. 7 
1.2.1.2 Zdravljenje nepojasnjene nizke rasti .................................................................. 8 
1.3 GEN SHOX ................................................................................................................. 10 
2 NAMEN DELA ................................................................................................................. 13 
3 PREISKOVANCI ............................................................................................................. 14 
4 MATERIALI IN METODE ............................................................................................ 15 
4.1 LABORATORIJSKA OPREMA ............................................................................... 15 
4.2 BIOLOŠKI VZORCI .................................................................................................. 16 
4.3 METODE .................................................................................................................... 16 
4.3.1 IZOLACIJA GENOMSKE DNA IZ PERIFERNE KRVI .................................. 17 
4.3.2 SPEKTROFOTOMETRIČNO DOLOČANJE KONCENTRACIJE DNA ........ 17 
4.3.3 MLPA .................................................................................................................. 18 
4.3.3.1 Priprava vzorcev DNA ..................................................................................... 19 
4.3.3.2 Reakcija MLPA ............................................................................................... 19 
4.3.3.3 Kapilarna elektroforeza produktov PCR .......................................................... 22 
4.3.3.4 Analiza rezultatov s programsko opremo Coffalyser.net ................................ 23 
4.3.4 SEKVENCIRANJE PO SANGERJU ................................................................. 24 
4.3.4.1 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) .............................................................. 25 
4.3.4.2 Agarozna elektroforeza .................................................................................... 26 
 
 
4.3.4.3 Sekvenčna reakcija in precipitacija produktov ................................................ 27 
4.3.4.4 Kapilarna elektroforeza .................................................................................... 28 
4.3.4.5 Analiza in interpretacija rezultatov .................................................................. 28 
5 REZULTATI .................................................................................................................... 30 
5.1 PREISKOVANCI ....................................................................................................... 30 
5.2 ANALIZA ŠTEVILA KOPIJ GENA SHOX Z METODO MLPA ............................ 30 
5.3 SEKVENCIRANJE PO SANGERJU ......................................................................... 35 
6 RAZPRAVA ..................................................................................................................... 38 
6.1 METODOLOŠKI PRISTOPI ZA OPREDELITEV SPREMEMB V GENU SHOX . 38 
6.2 GENETSKE SPREMEMBE V SKUPINI SLOVENSKIH PREISKOVANCEV Z 
NEPOJASNJENO NIZKO RASTJO ..................................................................................... 39 
6.3 PRIMERJAVA POGOSTOSTI SPREMEMB V GENU SHOX V SKUPINI 
SLOVENSKIH PREISKOVANCEV Z NEPOJASNJENO NIZKO RASTJO S 
POGOSTOSTJO V DRUGIH POPULACIJAH .................................................................... 40 
7 SKLEP ............................................................................................................................... 45 















Slika 1: Rastne krivulje višina-starost......................................................................................... 2 
Slika 2: Rentgenski sliki zapestja z označenima regijama osifikacijskih jeder .......................... 3 
Slika 3: Primerjava rastnih krivulj .............................................................................................. 6 
Slika 4: Prikaz citogenetske lokacije gena SHOX..................................................................... 10 
Slika 5: Delovna shema poteka laboratorijskega dela .............................................................. 16 
Slika 6: Postopek reakcije MLPA ............................................................................................. 18 
Slika 7: Shema poteka MLPA reakcije skupaj s temperaturnimi pogoji. ................................. 20 
Slika 8: Razmerje sond pri heterozigotni duplikaciji regulatornega elementa CNE-5. ............ 32 
Slika 9: Razmerje sond pri heterozigotni deleciji gena IL3RA ................................................ 32 
Slika 10: Razmerje sond pri dolgi heterozigotni duplikaciji v regiji SHOX ............................. 33 
Slika 11: Razmerje sond pri dolgi heterozigotni deleciji v regiji SHOX .................................. 33 
Slika 12: Razmerje sond pri duplikaciji gena CRLF2 .............................................................. 34 
Slika 13: Kontrolni fragmenti v MLPA reakciji ....................................................................... 34 
Slika 14: Kodirajoče in nekodirajoče regije gena SHOX .......................................................... 35 
Slika 15: Sprememba SHOX NM_000451.3:c.63C>T ............................................................. 36 
Slika 16: Sprememba NM_000451.3:c.544+15_544+23del .................................................... 37 












Preglednica I: Pogosti vzroki nizke rasti ................................................................................... 5 
Preglednica II: Geni, ki so povezani z nepravilnostmi v rasti ................................................... 8 
Preglednica III: Seznam uporabljenih aparatur in pripomočkov............................................. 15 
Preglednica IV: Kontrolni fragmenti in njihov pomen ............................................................ 23 
Preglednica V: CNV status s pripadajočimi vrednostmi DQ ................................................... 24 
Preglednica VI: Oligonukleotidni začetniki za pomnoževanje odsekov gena SHOX. ............ 25 
Preglednica VII: Pogoji pomnoževanja odsekov gena SHOX v cikličnem termostatu. .......... 26 
Preglednica VIII: Spremembe gena SHOX, opredeljene z metodo MLPA. ............................ 31 
Preglednica IX: Spremembe gena SHOX, opredeljene s sekvenciranjem po Sangerju. .......... 36 




Nizka rast je pogosto razvojno stanje v otroštvu. Opredeljena je kot telesna višina, ki je manjša 
od dveh standardnih odklonov (-2 SD) povprečne višine za spol, starost in populacijo. Pojavlja 
se pri nekaterih motnjah endokrinega sistema, kroničnih sistemskih boleznih, presnovnih in 
kostnih boleznih ter v sklopu določenih genetskih sindromov. Vseeno pa velik delež nizke 
rasti ostaja nepojasnjen, kar imenujemo idiopatska ali nepojasnjena nizka rast. Med 
pogostejšimi genetskimi vzroki nizke rasti so spremembe v regulatornih in kodirajočih 
področjih gena SHOX. Te naj bi bile glede na tujo literaturo odgovorne tudi za 2-15% 
primerov nepojasnjene nizke rasti. Gen SHOX se nahaja v psevdoavtosomalni regiji kratke 
ročice kromosomov X in Y ter ima pomembno vlogo v razvoju okostja. Najpogostejše 
genetske spremembe gena SHOX so delecije različnega obsega, ki lahko zajemajo sam gen ali 
pa njegove regulatorne regije. Sledijo duplikacije ter nesmiselne in drugačnosmiselne 
točkovne spremembe v kodirajočem območju gena.  
Namen magistrske naloge je bil s sekvenciranjem po Sangerju določiti točkovne spremembe, 
manjše delecije in insercije, z metodo hkratnega pomnoževanja od ligacije odvisnih sond 
(MLPA) pa določiti večje spremembe v številu kopij (CNV) gena SHOX v slovenski 
populaciji otrok z nepojasnjeno nizko rastjo. Dobljene rezultate smo primerjali s podatki iz 
literature.  
V raziskavo je bilo vključenih 84 preiskovancev z neznano etiologijo nizke rasti, vodenih na 
Kliničnem oddelku za endokrinologijo, diabetes in presnovne bolezni ter v genetski ambulanti 
Pediatrične klinike UKC Ljubljana. Vzročno spremembo v genu SHOX smo odkrili le pri 
enem preiskovancu, kar predstavlja 1,2% raziskovalne skupine. Na podlagi naše raziskave 
lahko torej trdimo, da je pojavnost SHOX sprememb v populaciji slovenskih otrok 
nepojasnjene nizke rasti manjša, kot bi pričakovali glede na podatke v drugih populacijah. Je 
pa to v skladu z rezultati predhodno opravljene raziskave na manjši skupini slovenskih 
bolnikov z nepojasnjeno nizko rastjo.  
 




Short stature is a common growth disorder in childhood. It is defined as a body height which is 
two standard deviations (SD) or more below the mean for children of that sex, age and 
population. It occurs in some endocrine disorders, chronic systemic diseases, metabolic, 
skeletal and genetic disorders. However, a large part of the cases remains unexplained and is 
referred to as idiopathic short stature. One of the leading genetic causes of short stature are 
variants in the regulatory and coding regions of the short stature homeobox-containing gene 
(SHOX gene). These variants, according to references, are considered to be responsible for 2-
15% of cases of idiopathic short stature. SHOX gene is located in the pseudoautosomal region 
of the short-arm tips of both X and Y chromosomes and is essential for the development of 
the skeleton. The most common SHOX defects are various deletions, which include the gene 
itself or its regulatory regions. Less common are duplications, nonsense and missense point 
mutations in the coding region of the gene.  
The aim of this study was to detect any sequence variations in the SHOX gene among the 
Slovenian population of children with idiopathic short stature. Sanger sequencing was used for 
detection of point mutations, small deletions and insertions. Multiplex ligation-dependent 
probe amplification (MLPA) was used for the detection of larger copy number variations 
(CNV). Results obtained in this study were compared to the existing data. 
84 children with idiopathic short stature were included in this study. All of them were referred 
to the Department of Pediatric Endocrinology, Diabetes and Metabolic Diseases or Genetic 
ambulant at the University Children’s Hospital, University Medical Centre Ljubljana. The 
disease-causing variant in the SHOX gene was discovered only in one patient, which 
represents 1,2% of the cohort. According to these results, in the Slovenian population of 
children with idiopathic short stature SHOX deficiency is less frequent than expected 
considering existing data from other populations. Nevertheless, this is in concordance with a 
previous study in a smaller cohort of Slovenian patients with idiopathic short stature. 
 
Key words: Idiopathic short stature, Sanger sequencing, MLPA, SHOX gene.  
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SEZNAM OKRAJŠAV IN SIMBOLOV 
°C stopinje Celzija 
µL, mL mikroliter, mililiter 
A, C, G, T dušikove baze – adenin, citozin, gvanin, timin 
A260 absorbanca pri valovni dolžini 260 nanometrov 
A280 absorbanca pri valovni dolžini 280 nanometrov 
ACMG angl. American College of Medical Genetics and Genomics 
BA angl. bone age; kostna starost 
bp bazni par 
CGH angl. comparative genomic hybridization; komparativna genomska hibridizacija 
CNE angl. conserved non-coding elements; ohranjeni nekodirajoči elementi 
CNV angl. copy number variant; različica v številu kopij 
ddNTP angl. dideoxynucleotide; dideoksinukleotid  
DNA angl. deoxyribonucleic acid; deoksiribonukleinska kislina 
DQ angl. dosage quotient; dozni količnik 
EDTA angl. ethylenediaminetetraacetic acid; etilendiamintetraocetna kislina 
F angl. forward; smer naprej 
FISH angl. fluorescence in-situ hybridization, fluorescenčna in situ hibridizacija 
gDNA genomska deoksiribonukleinska kislina 
GWAS angl. genome-wide association studies; asociacijske študije celotnega genoma 
HGMD angl. The Human Gene Mutation Database; podatkovna baza humanih genetskih 
bolezenskih sprememb 
HGVS angl. Human Genome Variation Society 
IGF-1 angl. insuline-like growth factor 1; inzulinu podoben rastni faktor 1 
IGFBP-3 angl. insulin-like growth factor-binding protein 3; IGF-vezavni protein 3 
ISS angl. idiopathic short stature; idiopatska ali nepojasnjena nizka rast 
LWD Leri-Weillova dishondrosteoza 
M molarna koncentracija 




MLPA angl. multiplex ligation-dependent probe amplification; metoda hkratnega 
pomnoževanja od ligacije odvisnih sond 
ng nanogram 
NGS angl. next generation sequencing; sekvenciranje naslednje generacije 
nm nanometer 
NPR2 angl. natriuretic peptide receptor 2; receptor za atrijski natriuretični peptid 
nt nukleotid 
P percentil 
PAR1 psevdoavtosomalna regija 1 
PCR angl. polymerase chain reaction; verižna reakcija s polimerazo 
pmol pikomol 
R angl. reverse; smer nazaj 
RFU angl. relative fluorescence unit; relativna fluorescenčna enota  
RH rastni hormon 
rh-RH humani rekombinantni rastni hormon 
RNA angl. ribonucleic acid; ribonukleinska kislina 
rpm angl. revolutions per minute; vrtljaji na minuto 
S sekvenciranje po Sangerju 
s sekunda 
SD angl. standard deviation; standardni odklon 
SHOX angl. short stature homeobox-containing gene 
SGA angl. small for gestational age; majhen za gestacijsko starost 
SNP angl. single nucleotide polymorphism; polimorfizem posameznega nukleotida 
SSCP angl. single strand conformation polymorphism; analiza konformacijskih 
polimorfizmov enoverižnh DNA 
UTR angl. untranslated region; neprevedena regija 
UV ultravijolična svetloba 
V volt 





1.1 LINEARNA RAST ORGANIZMA IN MERJENJE RASTI 
Linearna rast organizma je zapleten multifaktorski proces, ki ga usmerja razmerje med 
proliferacijo in staranjem hondrocitov v rastni plošči. Ta proces regulirajo številni imunski 
(proinflamatorni citokini), endokrini in parakrini mehanizmi, nekatere znotrajcelične poti 
(MAPK (angl. mitogen-activated protein kinase) signalna pot, SOX geni, transkripcijski faktor 
SHOX) ter količina hrustančne medceličnine s kolagenskimi vlakni, proteoglikani in drugimi 
proteini (1; 2). Med endokrine mehanizme, ki stimulirajo nastajanje hrustančevine, prištevamo 
rastni hormon (RH), inzulinu podoben rastni faktor (IGF-1), moške spolne hormone in 
ščitnične hormone. Estrogeni imajo pri hondrogenezi tako stimulatorni kot inhibitorni učinek, 
medtem ko jo glukokortikoidi zavirajo (1). Skupen učinek zgoraj naštetih dejavnikov vpliva 
na končno višino organizma ter morebitne nepravilnosti rasti. Velikost novorojenčka je v 
največji meri posledica znotrajmaterničnega okolja, kjer rastni hormon ne igra pomembnejše 
vloge. Do drugega leta starosti rastni hormon prevzame glavno vlogo, ob nastopu pubertete pa 
ga nadomestijo spolni hormoni, ki v tem času postanejo vodilni dejavnik rasti (3). 
Dolgoročno spremljanje otrokovega razvoja v programu primarnega zdravstva vključuje 
meritve telesne teže, telesne višine in indeksa telesne mase ter njihovo oceno na podlagi 
ustreznih rastnih krivulj. Rastne krivulje so narejene za vsak spol posebej in se med 
populacijami razlikujejo, zato so tudi mejne vrednosti pogosto drugačne za različne države (4). 
Porazdelitev podatkov za višino otrok je simetrična, zato jo lahko izražamo s standardnimi 
odkloni (SD) ali percentili (P). Približno 95% vseh vrednosti se nahaja v intervalu med -2 SD 
in +2 SD. Aritmetična sredina predstavlja 50. percentil (P50), torej -2 SD približno sovpada s 
P3 in +2 SD s P97. Vsa odstopanja meritev izven intervala [P3 - P97] obravnavamo kot 
motnje rasti (nizka ali visoka rast) (5; 6). Rastne krivulje za višino, ločene po spolu, so skupaj 
z oznakami percentilov P3, P50 in P97 prikazane na Sliki 1 in so povzete po (6). 
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 V okviru rednega ambulantnega spremljanja otrok je pozornost zdravnikov usmerjena tudi na 
hitrost rasti in telesna sorazmerja (proporcionalnost trupa in telesnih udov). Rast otroka je 
najhitrejša v prvem letu življenja, nato se upočasni in ob koncu pubertete zaključi. Normalen 
letni prirastek v obdobju do pubertete znaša približno 4 cm (5; 7). Fantje zaradi kasnejše 
pubertete in dolgotrajnejše rasti v povprečju dosežejo višjo končno višino kot dekleta. Na 
podlagi pravilnih ali nepravilnih telesnih sorazmerij lahko opredelimo izvor motenj rasti. Za 
družinsko in konstitucionalno nizko rast ter nizko rast kot posledico pomanjkanja RH je 
značilno normalno telesno sorazmerje, medtem ko lahko pri večini posameznikov z boleznimi 
kosti in hrustanca opazimo disproporcionalnost telesnih okončin (npr. krajši udi) (5).  
Pomemben parameter pri spremljanju otrokove rasti predstavlja kostna starost (angl. bone age 
– BA). Za oceno kostne starosti obstaja več metod, med katerimi je zlati standard rentgensko 
slikanje levega zapestja. Pri tem nas zanimajo število, velikost in oblika osifikacijskih jeder 
(Slika 2) (8). Dobljene vrednosti primerjamo s standardi, ki so objavljeni v atlasu Greulicha in 
Pyla (9). Razlike med kostno starostjo in kronološko starostjo kažejo na nepravilnosti v 
skeletnem razvoju in posledično na motnje rasti. Pri otrocih s pospešeno BA se rast zaključi 
hitreje, obratno pa imajo otroci z upočasnjeno BA več potenciala za rast v prihodnjih letih. Na 
kostno dozorevanje vplivajo številni genetski, prehranski, metabolni, psihosociološki in 
okoljski dejavniki ter hormoni (ščitnični in spolni hormoni, kortizol, rastni hormon) (5; 8). 
Ocena kostne starosti je koristna pri spremljanju zdravljenja z rastnim hormonom in za 
določitev predvidene končne višine otroka (8; 9). 




Slika 2: Rentgenski sliki zapestja 3-letnika (levo) in 8-letnika (desno) normalne rasti z 
označenima regijama osifikacijskih jeder. Prirejeno po (10). 
 
1.2 NIZKA RAST 
Izraz nizka rast se najpogosteje uporablja v pediatriji in opredeljuje telesno višino, ki je znatno 
nižja (pod -2 SD) od povprečne za starost, spol in populacijo (11). Je ena najpogostejših 
vzrokov za obisk pediatra endokrinologa s pojavnostjo kar 3 na 100 otrok (12). Nizka rast 
sama po sebi ni bolezen, lahko pa predstavlja prvi znak nekaterih bolezni in sindromov. 
Glavni cilj diagnostike nizke rasti je razlikovati med patološkimi in nepatološkimi vzroki (5). 
Pri približno 5% vseh otrok z nizko rastjo lahko nedvoumno ugotovimo njen patološki vzrok. 
Nekatere bolezni imajo primarni vpliv na rast, pri številnih drugih pa je nizka rast sekundarna 
posledica bolezni ali zdravljenja primarne bolezni. Najpogostejši patološki vzroki nizke rasti 
so pomanjkanje rastnega hormona, Turnerjev sindrom, hipotiroza in celiakija (3; 13). 
Pomembnejše bolezni in sindromi, ki vplivajo na rast, so izpostavljeni v nadaljevanju. Za 
sistemske motnje je poleg nizke rasti značilna tudi nižja telesna teža, kar je najbolj izrazito pri 
gastrointestinalnih boleznih (celiakija, cistična fibroza, Crohnova bolezen) (14; 15). Druge 
pomembne sistemske bolezni z vplivom na rast so še kronična ledvična bolezen, okužba z 
virusom HIV, anemije in nekatere presnovne bolezni (glikogenoze, mukopolisaharidoze) (3). 
Pri kroničnih boleznih je nizka rast povezana z nezadostnim vnosom hranil, kar je v določenih 
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primerih tudi posledica čustvene prikrajšanosti (5). Za razliko od sistemskih obolenj je pri 
endokrinih motnjah teža otrok normalna ali celo prekomerna. Cushingov sindrom, hipotiroza 
in hipofizna nanosomija so posledice nepravilnega delovanja hipofize, prezgodnja puberteta 
pa motenj v delovanju spolnih žlez (5; 16; 17). Pri diagnostiki endokrinih bolezni si 
pomagamo z laboratorijskimi meritvami rastnega hormona, IGF-1, IGF-vezavnega proteina 3 
(IGFBP-3), ščitničnih hormonov in glukokortikoidov (18). Genetske bolezni, povezane z 
nizko rastjo, se navzven razlikujejo od drugih motenj predvsem po značilnih obraznih potezah 
(obrazni dismorfizem) (3). Turnerjev sindrom ali monosomija X je kromosomopatija, kjer gre 
za odsotnost enega X kromosoma pri ženski. Nizka rast je eden izmed glavnih simptomov te 
bolezni in včasih celo prvi, ki se klinično izrazi. Potrebna je potrditev diagnoze s kariotipom 
(monosomija 45,X) ter čimprejšnja uvedba zdravljenja z rastnim hormonom (19). Druge 
genetske nepravilnosti s primarnim vplivom na rast so še spremembe v genu SHOX, Prader-
Willijev sindrom, Noonanov sindrom in Silver-Russellov sindrom (5; 20). Med genetske 
vzroke uvrščamo tudi kostne ali skeletne displazije. To je heterogena skupina bolezni z 
anomalijami kosti in hrustanca, za katero je značilno telesno nesorazmerje. Najpogostejša med 
njimi je ahondroplazija (5). Na rast vplivajo tudi visoki odmerki določenih zdravil, predvsem 
glukokortikoidov (pri zdravljenju astme, juvenilnega idiopatskega artritisa, vnetnih črevesnih 
bolezni idr.) ter terapije z dolgotrajnimi obsevanji pri zdravljenju raka (5; 14). 
Pri 50-90% primerov nizke rasti ne najdemo očitnega patološkega vzroka, zato jih uvrščamo v 
skupino normalnih oziroma nepatoloških različic nizke rasti – družinska, konstitucionalna in 
nepojasnjena nizka rast (21; 22). Pri prvi so otroci nekoliko manjši od povprečja, a se razvijajo 
povsem normalno. Pogosto so nižje rasti tudi njihovi starši. Kostna starost ustreza kronološki, 
kar jih razlikuje od otrok s konstitucionalno nizko rastjo. Otroci s konstitucionalnim zastojem 
rasti in pubertete se razvijejo kasneje kot njihovi vrstniki. Zanje je značilna nizka rast v 
otroštvu in pozen vstop v obdobje pubertete. Kostna starost zaostaja za kronološko. Ob koncu 
pubertete dosežejo normalno končno višino (3; 5). K normalnim različicam nizke rasti lahko 
prištevamo tudi otroke, ki so rojeni majhni za gestacijsko starost (angl. small for gestational 
age – SGA). Ti v večini primerov dohitijo svoje sovrstnike do drugega leta starosti. Izjema so 
SGA nedonošenčki, ki za dosego normalne višine potrebujejo več let (23). Vsi pomembnejši 
patološki in nepatološki vzroki nizke rasti so zbrani v Preglednici I.  
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Preglednica I: Pogosti vzroki nizke rasti. Povzeto po (3) in (5). 
Nepatološki vzroki 
Družinska nizka rast 
Konstitucionalna nizka rast 
Majhna rast za gestacijsko starost (SGA)  
Nepojasnjena nizka rast (ISS) 
Patološki vzroki 
Sistemske motnje s sekundarnim vplivom na rast 
- Malnutricija 
- Kronične bolezni (astma, cistična fibroza, celiakija, bolezni srca in 
ledvic, kronične vnetne črevesne bolezni, diabetes tipa 1, 
srpastocelična anemija, juvenilni idiopatski artritis) 
- Metabolne bolezni (diabetes tipa 1, mukopolisaharidoze, 
glikogenoze) 
- Rak 
- Okužba z virusom HIV  
- Zastoj rasti zaradi čustvene prikrajšanosti 
Endokrine motnje 
- Cushingov sindrom 
- Hipotiroza 
- Neobčutljivost na rastni hormon 
- Pomanjkanje rastnega hormona (hipofizna nanosomija) 
- Intrauterina zahiranost in SGA 
- Prezgodnja puberteta 
- Kongenitalna adrenalna hiperplazija 
Bolezni kosti in skeleta 
- Kostne displazije (ahondroplazija, osteogenesis imperfecta, Leri-
Weillova dishondrosteoza, Langerjeva mezomelična displazija) 
- Rahitis 
Genetske bolezni 
- Silver-Russellov sindrom 
- Turnerjev sindrom 
- Prader-Willijev sindrom 
- Sindrom Cornelia de Lange 
- Aarskog-Scottov sindrom 
- Seckelov sindrom 
- Hutchinson-Gilfordov sindrom 
- Williamsov sindrom 
- Cockaynejev sindrom 
- Sindrom Noonan 
- Downov sindrom (trisomija 21) 
- Edwardsov sindrom (trisomija 18) 
- Patau sindrom (trisomija 13) 
- Spremembe v genu SHOX 
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1.2.1 NEPOJASNJENA NIZKA RAST 
Magistrska naloga temelji na skupini otrok in mladostnikov z nepojasnjeno nizko rastjo, zato 
to skupino obravnavamo ločeno od ostalih. Nepojasnjena oziroma idiopatska nizka rast  
(angl. idiopathic short stature - ISS) je po definiciji telesna višina, ki je manjša od dveh 
standardnih odklonov (-2 SD) povprečne višine za spol, starost in populacijo in katere 
etiologija je neznana (24; 25). Navedena definicija pa vključuje tudi družinsko in 
konstitucionalno nizko rast, zato je potrebna dodatna zožitev pojma. Otroci z ISS rastejo z 
normalno hitrostjo, kostna starost ustreza kronološki, njihova višina pa je nižja od -2 SD 
povprečne višine za spol, starost in populacijo. Laboratorijski testi izključujejo prisotnost 
genetskih, sistemskih ali endokrinih bolezni (26). Razlikovanje med družinsko, 
konstitucionalno in nepojasnjeno nizko rastjo je pomembno predvsem zaradi različnih 
pristopov obravnave in zdravljenja otrok, čeprav meja med njimi ni povsem jasna in sta 
ponekod družinska ter konstitucionalna nizka rast obravnavani kot podskupini ISS (26). 
Primerjava rastnih krivulj različnih nepatoloških vzrokov nizke rasti je prikazana na Sliki 3.  
 
Slika 3: Primerjava rastnih krivulj povprečne višine, konstitucionalne 
nizke rasti in nepojasnjene nizke rasti za moški spol. Prirejeno po (21). 
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Diagnostika ISS temelji na izključevanju drugih možnih vzrokov nizke rasti. Če pri 
preiskovancu nizke rasti ne najdemo nikakršnih patoloških znakov in so vrednosti presejalnih 
laboratorijskih meritev znotraj referenčnih meja, je uvrščen v skupino otrok z ISS. Kar pa ne 
pomeni, da za njegovo stanje ne obstaja nikakršen patološki ali nepatološki vzrok, le da ta 
morda še ni opredeljen (27). Pri tem so pogoste prikrite patofiziološke spremembe v 
hormonski osi rastni hormon-IGF (28). Pomembna je tudi ocena prehranskih navad 
preiskovanca, ki je zlahka spregledana v oceni nizke rasti (26). 
Zunanji videz je pomemben dejavnik v družbenem okolju in posledično vpliva na družbeni in 
osebnostni razvoj posameznika. Otroci nizke rasti so kljub nepatološkemu ozadju glede na 
nekatere študije bolj podvrženi vedenjskim in psihosociološkim težavam ter imajo slabšo 
samopodobo v primerjavi z normalno visokimi otroci. Nizka rast predstavlja večje breme v 
pubertetnem času, saj sta v tem obdobju višina in nasploh zunanji videz večjega pomena kot v 
drugih razvojnih fazah (29; 30). Vseeno pa v splošnem velja, da so socialno vedenje, 
inteligenca in psihično zdravje otrok z ISS povsem normalni (31). 
 
1.2.1.1 GENETSKI VIDIK NEPOJASNJENE NIZKE RASTI 
Opravljene študije na dvojčkih in posvojencih kažejo, da je končna višina odraslega 
posameznika 80-90% podedovana (21; 32). Višina je poligenska lastnost; večina variacij 
odrasle višine je razložena z več sto genetskimi različicami, od katerih ima vsaka majhen 
učinek.  Vseeno pa je v manjšem delu populacije nizka rast povzročena s specifično genetsko 
spremembo z velikim učinkom. Primer so bolezenske spremembe v genu SHOX, ki naj bi bile 
odgovorne za 2-15% otrok, sicer diagnosticiranih z ISS (12; 33). Prav tako lahko vlogo v ISS 
igrajo epigenetske spremembe, kot je povečana metilacija promotorskih regij gena IGF1, ki 
predvidoma zmanjšuje posameznikovo občutljivost na rastni hormon (34).  
Za dosego pravilne diagnoze otrok z ISS so potrebne podrobne genetske raziskave. Prednost 
takšnega pristopa je zmanjšanje potreb po nadaljnjih diagnostičnih testih in s tem povezano 
znižanje stroškov obravnave preiskovanca. Pravilna genetska diagnoza pa poleg tega omogoča 
tudi natančnejšo prognozo, ustrezno svetovanje ter učinkovitejše zdravljenje (18; 21). Odkritje 
genetskih vzrokov ISS omogočajo vse bolj napredne diagnostične tehnologije, kot so SNP 
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mreže (angl. single nucleotide polymorphism array), CGH mreže (angl. array-comparative 
genomic hybridization), sekvenciranje celotnega eksoma, sekvenciranje celotnega genoma, 
GWAS (angl. genome-wide association studies), sekvenciranje RNA in metilacijski testi. Z 
analizami večjih sprememb v številu kopij gena (angl. copy number variant – CNV), tarčnim 
sekvenciranjem posameznega gena in sekvenciranjem naslednje generacije (angl. next 
generation sequencing – NGS) naj bi pri kar 25-40% otrok z ISS bilo mogoče opredeliti 
genetski vzrok stanja (21).   
S pomočjo zgoraj naštetih testov lahko v skupini otrok z ISS kljub začetnim izključitvam 
bolezni najdemo posamezne primere s prikritimi patološkimi vzroki. Primer so skeletne 
displazije, pri katerih očitna disproporcionalnost ni vedno prisotna, predvsem pri prenašalcih 
bolezenskih sprememb gena NPR2 (angl. natriuretic peptide receptor 2) ali delecij v 
ojačevalnem zaporedju gena SHOX (35; 36). Prav tako lahko v skupini ISS najdemo 
posameznike s prikritimi nepravilnostmi v endokrini osi rastni hormon-IGF, ki so posledica 
bolezenskih sprememb sodelujočih genov (37). Te in še nekatere druge gene smo predstavili v 
Preglednici II.  
Preglednica II: Geni, ki so povezani z nepravilnostmi v rasti. Povzeto po (21). 
Gen Vloga proteina v organizmu 
GHR  Transmembranski receptor za rastni hormon 
IGF1 Hormon, podoben inzulinu, imenovan tudi somatomedin C  
IGF1R Transmembranski receptor za IGF-1 
IGFALS Veže IGF in s tem podaljšuje njegovo razpolovno dobo 
SHOX Nadzira osnovne procese rasti in razvoja 
NPR2 Receptor za atrijski natriuretični peptid 
FGFR3 Receptor za fibroblastni rastni faktor 
ACAN Sestavni del ekstracelularnega matriksa hrustančnega tkiva 
 
1.2.1.2 ZDRAVLJENJE NEPOJASNJENE NIZKE RASTI 
Zdravljenje nizke rasti je odvisno od vzroka. Pri endokrinih motnjah je pomembna čimprejšnja 
diagnostika in uvedba zdravljenja v predpubertetnem obdobju, saj je le tako dosežen želen 
učinek. Hipotirozo zdravimo z dodajanjem ščitničnih hormonov, injekcije rekombinantnega 
humanega rastnega hormona (rh-RH) pa so uspešne pri Turnerjevem sindromu, kronični 
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ledvični odpovedi in pomanjkanju rastnega hormona (3). Zdravljenje z rh-RH je indicirano 
tudi pri otrocih s spremembami v genu SHOX. Za zdravljenje nizke rasti se poleg naštetih 
hormonov uporabljajo še analogi gonadoliberina, zaviralci aromataze in IGF-1. Vse oblike 
nizke rasti žal niso ozdravljive, predvsem to velja za bolezni z genetskim ozadjem ali skeletne 
okvare (38).  
Zdravljenje z rh-RH lahko doprinese od 3 do 7 cm h končni višini posameznika (39). 
Zdravljenje je primerno za otroke, katerih višina je v območju med -2 SD in -3 SD, optimalen 
pričetek zdravljenja pa je 5 let pred nastopom pubertete. V ZDA so leta 2003 odobrili terapijo 
z rastnim hormonom tudi za otroke nepojasnjene nizke rasti, kar je sprožilo deljena mnenja 
strokovnjakov in ostaja sporno še danes. Širša kot je postajala dostopnost rastnega hormona, 
vse več otrok je namreč prejelo diagnozo ISS. Začela so se pojavljati vprašanja o potrebnosti 
in stroških terapije, o možnosti neželenih učinkov, etičnem vidiku ter pričakovanjih bolnika in 
njegovih staršev (30; 38). Hormonsko zdravljenje zdravih otrok nizke rasti je namreč v 
številnih primerih spodbujeno s strani staršev zaradi želje po manjših psihosocialnih motnjah, 
povezanih z nizko rastjo njihovega otroka (30). Terapija z rh-RH dokazano pospeši rast v 
prvem letu zdravljenja, o učinkovitosti in varnosti dolgotrajnega zdravljenja pa je objavljenih 
le malo študij. Obstaja tveganje, da so bolniki, ki so v otroštvu prejemali rh-RH, bolj dovzetni 
za sladkorno bolezen tipa 2 in pojav rakavih obolenj kasneje v življenju (40; 41).   
V Sloveniji odločitev o zdravljenju z rh-RH sprejme konzilij Kliničnega oddelka za 
endokrinologijo, diabetes in bolezni presnove Pediatrične klinike UKC Ljubljana, pri čemer 
člani konzilija natančno obravnavajo vsakega posameznika posebej, upoštevajoč njegovo 
klinično sliko in laboratorijske izvide. Pred uvedbo terapije specialist pediater-endokrinolog 
otrokovim staršem predstavi vzroke za odločitev za zdravljenje, potek in spremljanje 
zdravljenja ter se z njimi pogovori o pričakovanjih glede uspešnosti celotnega postopka. 
Normalno se zdravljenje zaključi, ko se rast ustavlja in je letni prirastek manjši od 2 cm. Če po 
enem letu od uvedbe terapije ni želenih učinkov, se zdravljenje prekine, prekine pa se tudi v 





1.3 GEN SHOX 
Gen SHOX (angl. short stature homeobox-containing gene) uvrščamo v družino genov, ki 
vsebujejo specifično DNA zaporedje, imenovano homeozaporedje (angl. homeobox) (12). 
Geni te skupine se nahajajo na vseh kromosomih in so odgovorni za razvoj ter oblikovanje 
telesne strukture tekom zgodnjega embrionalnega razvoja. Homeozaporedja nosijo zapis za 60 
aminokislin dolga proteinska zaporedja, imenovana homeodomene, te pa so sestavni del 
nekaterih transkripcijskih faktorjev. Njihova naloga je vezava na specifično zaporedje DNA in 
regulacija izražanja tarčnih genov. Homeobox geni so razvrščeni v več podskupin. Gen SHOX 
je del podskupine genov HOX, ki v razvoju zarodka usmerjajo rast udov in organov vzdolž 
glava-rep osi (43). SHOX ima posebej pomembno vlogo v razvoju okostja s poudarkom na 
dozorevanju kosti rok in nog (44).  
Gen SHOX se nahaja v psevdoavtosomalni regiji 1 (PAR1) kratke ročice kromosomov X in Y 
(Slika 4). PAR1 predstavlja del telomerne regije p krakov spolnih kromosomov. Poleg gena 
SHOX vsebuje še najmanj 28 drugih genov, ki se izognejo inaktivaciji kromosoma X in 
posledično ostanejo izraženi na obeh spolnih kromosomih. Tako ženske kot tudi moški imajo 
torej po dve kopiji gena SHOX v vsaki celici (45). Čeprav se SHOX nahaja na spolnih 
kromosomih, se tako kot ostali geni v PAR1 deduje avtosomno dominantno. V dolžino meri 
42 kb, na mRNA pa ga sestavlja 7 eksonov, označenih od 1 do 6b. Zadnja dva (6a in 6b) se 
Slika 4: Prikaz citogenetske lokacije gena SHOX. Prirejeno po (87). 
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spajata alternativno, kar omogoča nastanek dveh različnih izoform gena – daljši SHOXa in 
krajši SHOXb. Začetni kodon ATG se na mRNA nahaja v eksonu 2, translacija pa se zaključi s 
končnim kodonom TGA v eksonu 6 (45; 46). Protein, ki nastane, se prav tako nahaja v dveh 
različnih proteinskih izooblikah (SHOXa in SHOXb). Obe obliki imata možnost vezave na 
regulatorno zaporedje DNA, pri čemer SHOXa deluje kot transkripcijski aktivator za 
diferenciacijo hondrocitov, SHOXb pa kot represor (47). SHOXa je tkivno specifičen za 
skeletne mišice, placento, trebušno slinavko, srce in za fibroblaste kostnega mozga, v katerih v 
večjih količinah najdemo tudi SHOXb (48). 
Haploinsuficienca SHOX je izražena z izjemno variabilnim kliničnim fenotipom, od 
ekstremno nizke rasti zaradi izgube aktivnosti obeh SHOX alelov, do milejše nizke rasti brez 
pridruženih dodatnih kliničnih znakov (49). Fenotip je pri predšolskih otrocih pogosto 
nespecifičen, saj se klinični znaki razvijejo z leti. Običajno se pojavijo v drugem desetletju 
življenja in so močneje izraženi pri ženskah (50). Najhujši fenotip opazimo pri Langerjevi 
mezomelični displaziji, kjer sta izgubljeni obe kopiji gena SHOX. Odraža se kot huda skeletna 
displazija z zelo nizko rastjo in močno skrajšanimi dolgimi kostmi rok in nog (mezomelija). 
Značilna je tudi Madelungova deformacija (prirojena malformacija zapestja, pri kateri gre za 
delno ali popolno dislokacijo radioulnarnega sklepa) (51). Ta je prav tako prisotna pri Leri-
Weillovi dishondrosteozi (LWD), ki je posledica heterozigotne spremembe v genu SHOX z 
milejšo obliko skeletne displazije. Enak fenotip je izražen tudi pri Turnerjevem sindromu, kjer 
je z odsotnostjo enega X kromosoma izgubljeno celotno zaporedje PAR1 (44). Najmilejša 
klinična manifestacija bolezenskih sprememb gena SHOX pa je izolirana nizka rast. 
Spremembe v ojačevalnem zaporedju gena SHOX prav tako povzročajo razvojne napake in so 
relativno pogost vzrok nepravilne rasti pri otrocih z ISS in Leri-Weillovim sindromom. Sam 
gen pri tem ostane neprizadet. Ojačevalna zaporedja se ne nahajajo v neposredni bližini gena, 
preko vpliva na vezavo transkripcijskih faktorjev pa odločilno vplivajo na transkripcijo gena 
(49). 
Trenutno je v podatkovni bazi humanih genetskih bolezenskih sprememb HGMD (angl. The 
Human Gene Mutation Database) navedenih že več kot 400 bolezenskih sprememb gena 
SHOX, med katerimi so najpogostejše delecije različnega obsega. Te lahko zajemajo sam gen 
ali pa njegove regulatorne regije. Druge spremembe gena so še duplikacije ter nesmiselne in 
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drugačnosmiselne točkovne spremembe, ki se najpogosteje nahajajo v območju 
homeozaporedja (znotraj eksonov 3 in 4) (33; 52). Za odkrivanje sprememb v genu SHOX so 
na voljo različna molekularno genetska testiranja. Večje spremembe v kodirajočih in 
regulatornih območjih gena odkrivamo s fluorescenčno in situ hibridizacijo (FISH) in z 
metodo hkratnega pomnoževanja od ligacije odvisnih sond (angl. multiplex ligation-dependent 
probe amplification - MLPA). Točkovne spremembe in majhne delecije ali insercije določamo 























2 NAMEN DELA  
Namen magistrskega dela je ugotoviti pogostost genetskih sprememb v regulatornih in 
kodirajočih regijah gena SHOX v skupini slovenskih otrok z nepojasnjeno nizko rastjo ter 
dobljene podatke primerjati s podatki iz literature.  
Gen SHOX bomo analizirali na dva različna načina:  
• Z metodo hkratnega pomnoževanja od ligacije odvisnih sond (MLPA) za določanje 
večjih sprememb v številu kopij (angl. copy number variant – CNV) gena. 
• S sekvenciranjem po Sangerju za odkrivanje točkovnih sprememb, manjših delecij in 
insercij. 
 
Na ta način bomo skušali potrditi naslednjo hipotezo: 
Vrste in pogostost sprememb gena SHOX pri slovenskih otrocih z nepojasnjeno nizko rastjo so 
















V raziskavo smo vključili preiskovance, ki se zaradi nizke rasti vodijo na Kliničnem oddelku 
za endokrinologijo, diabetes in presnovne bolezni ter v genetski ambulanti Pediatrične klinike 
UKC Ljubljana. Izključitveni kriteriji za vključitev preiskovancev v raziskavo so bili očitni 
vzroki nizke rasti, kot je pomanjkanje rastnega hormona, kronične sistemske bolezni (cistična 
fibroza, celiakija, bolezni srca in ledvic, kronične vnetne črevesne bolezni, diabetes tipa 1 
idr.), hormonske motnje (Cushingov sindrom, hipotiroza), kostna displazija, anevploidije 
(Downov in Turnerjev sindrom) ter zdravljenje z zdravili, ki vplivajo na hitrost rasti (npr. 
glukokortikoidi). Poleg telesne višine smo pred začetkom raziskave v zdravstveni 
dokumentaciji bolnikov preverili podatke o njihovih morebitnih dismorfnih znakih in telesni 
disproporcionalnosti, kostni starosti, vrednosti rastnih faktorjev IGF-1 in IGFBP-3, odzivu ob 
RH stimulacijskem testu ter sočasni prisotnosti nekaterih kroničnih bolezni.  
Vsi preiskovanci oziroma njihovi skrbniki so pred preiskavo podpisali privolitev za genetsko 
testiranje. Raziskava je bila odobrena s strani Komisije Republike Slovenije za medicinsko 












4 MATERIALI IN METODE 
4.1 LABORATORIJSKA OPREMA 
Preglednica III: Seznam uporabljenih aparatur in pripomočkov. 
Laboratorijska oprema Model in proizvajalec 
Avtomatske pipete - (0,2-2; 1-10; 10-100; 100-1000) µL, Gilson (Middleton, WI, 
ZDA) 
- (0,5-10; 10-100) µL, Eppendorf (Hamburg, Nemčija) 
Centrifuge - MiniSpin® plus, Eppendorf (Hamburg, Nemčija) 
- Megafuge 1.0R, Heraeus Instruments (Hanau, Nemčija) 
- Universal 320R, Hettich (Kirchlegern, Nemčija) 
Ciklični termostat GeneAmp® PCR System 9700, Applied Biosystems (Waltham, MA, 
ZDA) 
Kadička in vir napetosti za 
elektroforezo 
Wide Mini-Sub Cell GT (kadička), PowerPacTM HC (vir napetosti), 
Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, ZDA) 
Elektronska pipeta HandyStep® electronic, Brand (Wertheim, Nemčija) 
Genetski analizator ABI 3500, Applied Biosystems (Waltham, MA, ZDA) 
Magnetno mešalo Rotamix S-10, Tehtnica (Železniki, Slovenija) 
Mikrotitrska ploščica s 96 
vdolbinicami 
MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate, Applied Biosystems by 
Life Technologies (Carlsbad, CA, ZDA) 
Mikrovalovna pečica SHARP (Osaka, Japonska) 
Komora in program za 
slikanje gelov 
G:Box (komora), GeneSnap (program), Syngene (Cambridge, Velika 
Britanija)  
Program za analizo rezultatov 
reakcije MLPA  
Coffalyser.Net, MRC-Holland (Amsterdam, Nizozemska) 
Reakcijske epruvete (0,2 mL) 
s pripadajočimi pokrovčki 
MicroAmp® Optical 8-Tube Strip, Applied Biosystems by Life 
Technologies (Carlsbad, CA, ZDA) 
Spektrofotometer  Lambda 25 UV/VIS Spectrometer, Perkin Elmer (Waltham, MA, 
ZDA) 
Sterilne mikrocentrifugirne 
epruvete (1,5 mL) 
Safe-Lock Tubes 1,5 mL, Eppendorf (Hamburg, Nemčija) 
Sterilni nastavki za pipete (0,1-10; 2-100, 100-1000) µL, Biosphere® Filter Tips, Sarstedt AG 
& Co. (Nümbrecht, Nemčija) 
Tehtnica Sartorius TE6101, Sartorius AG (Göttingen, Nemčija) 
Sterilna komora za pripravo 
PCR reakcijskih mešanic 
UVT-B-AR, UV-cabinet for PCR operations, Biosan (Riga, Latvija) 
Sterilna komora za delo z 
DNA in RNA 
UVC/T-M-AR, DNA/RNA UV-cleaner box, Biosan (Riga, Latvija) 
Vibracijski mešalnik Multi-Vortex V-32, Biosan (Riga, Latvija) 
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4.2 BIOLOŠKI VZORCI 
Za raziskavo smo uporabili periferno kri preiskovancev, iz katere smo izolirali DNA. Vzorce 
izolirane DNA smo ves čas raziskave hranili v hladilniku pri temperaturi 4 °C. Za analizo smo 
uporabljali ustrezno razredčen izolat DNA, njegovo koncentracijo in volumen pa smo 
prilagodili glede na uporabljeno analitsko metodo.  
 
4.3 METODE 
Za lažji pregled vseh izvedenih postopkov smo izdelali spodnjo delovno shemo (Slika 5).
 
Slika 5: Delovna shema poteka laboratorijskega dela. 
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4.3.1 IZOLACIJA GENOMSKE DNA IZ PERIFERNE KRVI 
Reagenti in raztopine 
• reagenčni komplet FlexiGene DNA Kit 250, Qiagen (Hilden, Nemčija), 
• 100% izopropanol, 70% etanol. 
Delovni postopek 
Za izolacijo gDNA smo uporabili polno periferno kri, odvzeto z antikoagulantom EDTA. 
Vzorci krvi se do enega tedna pred izolacijo lahko hranijo v hladilniku pri temperaturi 4 °C.  
Izolacijo smo izvedli s komercialno dostopnim reagenčnim kompletom FlexiGene DNA Kit 
250 (Qiagen) po predpisanih navodilih proizvajalca. Osnovni potek postopka je liza krvnih 
celic s sledečim obarjanjem DNA, za kar so potrebni osnovni 4 koraki – liza celic, 
denaturacija, precipitacija in raztapljanje DNA. Produkte izolacije smo ustrezno označili (ime, 
priimek in številka izolata) ter shranili v banko DNA na temperaturo 4 °C (53).  
 
4.3.2 SPEKTROFOTOMETRIČNO DOLOČANJE KONCENTRACIJE DNA 
Reagenti in raztopine 
• destilirana voda, 
• vzorec (izolirana DNA). 
Delovni postopek 
Koncentracijo in čistost izolirane gDNA smo določili s pomočjo UV/VIS spektrofotometra. 
Najprej smo z meritvijo slepe (destilirana voda) izničili spektrofotometrično ozadje. Nato smo 
kiveto napolnili z 990 µL destilirane vode in 10 µL vzorca ter ponovno zagnali meritev. 
Spektrofotometer skozi kiveto usmeri ultravijolično (UV) svetlobo valovnih dolžin 260 nm in 
280 nm. Nukleinske kisline imajo svoj absorpcijski vrh pri 260 nm. Višja kot je koncentracija 
DNA v vzorcu, večja je izmerjena absorbanca pri tej valovni dolžini (A260). Ker proteini 
pretežno absorbirajo svetlobo valovne dolžine 280 nm, smo iz razmerja absorbanc A260/A280 
ocenili čistost oziroma stopnjo kontaminacije DNA vzorca s proteini. Zadovoljiva 
koncentracija DNA za nadaljnje molekularno-genetske preiskave je 100 µg/mL, razmerje 





MLPA je od ligacije odvisno hkratno pomnoževanje sond. Je relativna semikvantitativna 
metoda, namenjena določanju večjih sprememb v številu kopij (CNV) genomske DNA. 
Temelji na pomnoževanju sond, pri čemer se vsaka sonda veže na specifično zaporedje DNA 
dolžine približno 60 nt. Rezultat reakcije MLPA je skupek PCR amplikonov dolžine 64-500 
nt, ki jih ločimo s pomočjo kapilarne elektroforeze (54).  
Reakcija MLPA se začne z denaturacijo dvovijačne DNA, kateri nato dodamo mešanico sond. 
Vsaka sonda je sestavljena iz dveh oligonukleotidov, ki se v postopku hibridizacije vežeta na 
neposredni sosednji mesti v tarčnem zaporedju DNA. Če je bila hibridizacija uspešna, se lahko 
oligonukleotida med ligacijo združita v eno samo sondo. Sledi reakcija PCR, pri kateri se z 
uporabo le enega para oligonukleotidnih začetnikov sočasno pomnožijo vse ligirane sonde. 
Eden od oligonukleotidnih začetnikov je označen s fluorescentnim barvilom, kar omogoča 
vizualizacijo pomnoženih odsekov DNA med kapilarno elektroforezo (54). Postopek reakcije 
je za lažjo predstavo prikazan na Sliki 6.  
 
Slika 6: Postopek reakcije MLPA. Prirejeno po (54). 
Z metodo MLPA lahko odkrivamo le relativne razlike v številu kopij tarčne DNA, zato je v 
reakcijo potrebno vključiti tudi zadostno število referenčnih vzorcev. V analizi podatkov s 
pomočjo dobljenega elektroferograma primerjamo relativne višine vrhov sond posameznega 
vzorca z relativnimi višinami sond različnih referenčnih vzorcev. Delecija enega ali več 
tarčnih zaporedij je vidna kot relativno znižanje v višini vrhov, duplikacija pa kot relativno 




4.3.3.1   PRIPRAVA VZORCEV DNA 
Reagenti in raztopine 
• voda brez nukleaz, Integrated DNA Technologies (Coralville, IA, ZDA), 
• vzorci izolirane gDNA, 
• stabilizator vzorcev SALSA Sample Stabilising Solution (S4), MRC-Holland 
(Amsterdam, Nizozemska). 
Delovni Postopek 
Pred samim začetkom izvedbe reakcije MLPA je potrebna priprava vzorcev DNA. Glede na 
protokol proizvajalca MRC-Holland je priporočljiva koncentracija DNA 10-50 ng/µL. Naše 
vzorce DNA smo redčili na 25 ng/µL, kar znaša 125 ng v skupnem volumnu 5 µL. Za redčenje 
smo uporabili vodo brez nukleaz. Uporaba več kot 5 µL vzorca na reakcijo ni priporočljiva, 
saj zniža koncentracijo sond in soli ter s tem zmanjša stabilnost in hitrost hibridizacije. V 
določenih primerih smo za večjo kakovost reakcije MLPA vzorcem dodali stabilizator S4 
(4 µL DNA + 1 µL S4), ki s svojim delovanjem preprečuje razpad DNA in sond pri visokih 
temperaturah. Tako kot testne vzorce, smo na popolnoma enak način redčili tudi referenčne 
vzorce DNA zdravih posameznikov. V vsako analizo smo po navodilih proizvajalca vključili 
najmanj 3 referenčne vzorce in eno slepo (vzorec brez DNA – voda). Vse vzorce smo redčili 
tik pred začetkom vsake reakcije MLPA (54; 55). 
 
4.3.3.2 REAKCIJA MLPA  
Reagenti in raztopine 
• mešanica sond SALSA MLPA Probemix P018-G2 SHOX, MRC-Holland 
(Amsterdam, Nizozemska), 
• reagenčni komplet SALSA MLPA EK1 (SALSA MLPA pufer, SALSA ligaza-65, 
ligazni pufer A, ligazni pufer B, SALSA PCR mešanica oligonukleotidnih začetnikov, 
SALSA polimeraza), MRC-Holland (Amsterdam, Nizozemska), 
• redčeni vzorci DNA, 





V nadaljevanju sledi opis vseh korakov reakcije MLPA, ki smo jih za lažjo predstavo 
poenostavili s spodnjo shemo (Slika 7).  
 
Slika 7: Shema poteka reakcije MLPA skupaj s temperaturnimi pogoji. 
 
1. korak: DENATURACIJA DNA 
Prvi dan analize smo v reakcijske epruvete volumna 0,2 mL napipetirali 5 µL vzorca 
koncentracije 25 ng/µL. Za negativno kontrolo smo napipetirali 5 µL vode brez nukleaz. 
Reakcijske epruvete smo označili, jih tesno zaprli s pripadajočimi pokrovčki in postavili v 
ciklični termostat. Izbrali smo program denaturacije – 5 min/98 °C, ohladitev na 25 °C (54).  
 
2. korak: HIBRIDIZACIJA SOND NA TARČNO ZAPOREDJE DNA 
Že pred začetkom denaturacije smo iz reagenčne škatlice vzeli SALSA MLPA pufer in 
mešanico sond P018-G2 SHOX (vsebuje 48 MLPA sond). Odtaljena reagenta smo premešali 
na vibracijskem mešalniku in nato še kratko centrifugirali. Izhodiščno zmes za hibridizacijo 
(angl. hybridisation master mix) smo pipravili tako, da smo za vsako reakcijo v sterilno 
mikrocentrifugirno epruveto (1,5 mL) napipetirali po 1,5 µL pufra in 1,5 µL sonde. Vse skupaj 
smo dobro premešali na vibracijskem mešalniku. Po denaturaciji DNA smo v vsako reakcijsko 
epruveto napipetirali 3 µL izhodiščne hibridizacijske zmesi in vsakič nežno premešali s pipeto. 
Reakcijske epruvete smo tesno zaprli in v cikličnem termostatu nadaljevali s programom 
hibridizacije – 1 min/95 °C, 18 ur/60 °C (čez noč) (54).  
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3. korak: LIGACIJA HIBRIDIZIRANIH SOND 
Naslednji dan smo v sterilni mikrocentrifugirki (1,5 mL) pripravili izhodiščno zmes za ligacijo 
(angl. Ligase-65 master mix). Za vsako reakcijo smo napipetirali 25 µL vode brez nukleaz,  
3 µL ligaznega pufra A, 3 µL ligaznega pufra B in 1 µL ligaze-65. Pred uporabo smo vse 
reagente ogreli na sobno temperaturo. Vialo z ligazo smo pred uporabo 10 sekund greli v dlani 
in s tem zmanjšali viskoznost. Ligacijsko izhodiščno zmes smo nežno premešali s pipeto 
večjega volumna (encimov nikoli ne vorteksiramo, saj s tem izgubijo svojo katalitično 
aktivnost). Medtem ko so bili vzorci v cikličem termostatu pri temperaturi 54 °C, smo v vsako 
reakcijsko epruveto napipetirali 32 µL ligacijske izhodiščne zmesi in vsakič nežno premešali s 
pipeto. V tej fazi so vzorci podvrženi čezmerni evaporaciji, zato je priporočljivo zelo hitro 
pipetiranje. Nato smo nadaljevali s programom ligacije – 15 min/54 °C, 5 min/98 °C 
(inaktivacija encima), ohladitev na 20 °C (54; 56). 
 
4. korak: POMNOŽEVANJE LIGIRANIH SOND S PCR 
Med ligacijo smo v sterilni mikrocentrifugirki (1,5 mL) pripravili polimerazno izhodiščno 
zmes (angl. Polymerase master mix). Za vsako reakcijo smo napipetirali 7,5 µL vode brez 
nukleaz, 2 µL SALSA PCR mešanice oligonukleotidnih začetnikov in 0,5 µL SALSA 
polimeraze ter vse skupaj nežno premešali s pipeto večjega volumna. Zaradi prisotnosti 
encima smo se tudi tukaj izognili vorteksiranju. Vialo s polimerazo smo pred uporabo 10 
sekund greli v dlani in s tem zmanjšali viskoznost. V vsako reakcijsko epruveto smo pri sobni 
temperaturi napipetirali 10 µL polimerazne izhodiščne zmesi in vsakič nežno premešali s 
pipeto. Vzorce smo postavili nazaj v ciklični termostat in nadaljevali s programom PCR – 35 x 







4.3.3.3 KAPILARNA ELEKTROFOREZA PRODUKTOV PCR 
Reagenti in raztopine 
• vzorci (produkti reakcije PCR), 
• formamid, Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, ZDA), 
• velikostni standard GeneScanTM 600 LIZTM, Applied Biosystems by Thermo Fisher 
Scientific (Waltham, MA, ZDA), 
• katodni in anodni pufer, Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
MA, ZDA), 
• polimer POP-7TM, Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific (Waltham, ZDA). 
Delovni postopek 
Po končani reakciji MLPA sledi ločitev fragmentov s kapilarno elektroforezo na avtomatskem 
genetskem analizatorju. Dobljene produkte smo najprej pripravili za kapilarno elektroforezo. 
Na mikrotitrsko ploščico MicroAmp® Optical smo v vsako epico napipetirali 9 µL 
formamida, 0,2 µL velikostnega standarda GS 600 LIZ in 0,7 µL vzorca (PCR produkta). 
Mikrotitrsko ploščico smo označili, zaprli s pripadajočimi pokrovčki in jo postavili v ciklični 
termostat na 86 °C za 3 min, nato pa ohladili na 4 °C. Formamid je denaturant, ki destabilizira 
dvovijačno strukturo DNA in s tem zniža njeno temperaturo tališča (57). 
 Na genetskem analizatorju ABI 3500 smo najprej preverili stanje reagentov in jih zamenjali, 
če je bilo to potrebno. Nato smo v program sekvenciranja ABI 3500 Series Data Collection 
Software V1.0 proizvajalca Applied Biosystems vnesli podatke o vzorcih in med možnostmi 
testov izbrali fragmentno analizo. Mikrotitrsko ploščico smo vzeli iz cikličnega termostata, 
odprli pokrovčke, jo postavili v adapter in jo pokrili s čisto septo ter pokrovom adapterja. 
Tako pripravljeno ploščo smo vstavili v avtomatski vzorčevalnik genetskega analizatorja, ji 
določili pozicijo v aparatu in zagnali analizo.  
Genetski analizator s fragmentno analizo omogoča določanje neznanih dolžin DNA 
fragmentov v posameznem vzorcu. Fluorescenčno označenim produktom reakcije PCR smo 
pred kapilarno elektroforezo dodali velikostni standard, ki predstavlja nabor DNA fragmentov 
znanih dolžin v baznih parih (bp). Ti so označeni z drugačnim fluorescenčnim barvilom kot 
neznani DNA fragmenti vzorca. Po denaturaciji v cikličnem termostatu je bila mešanica 
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znanih in neznanih DNA fragmentov injicirana v kapilaro genetskega analizatorja. Kapilara je 
napolnjena z viskoznim polimerom, ki deluje kot zamrežen gel in omogoča ločevanje DNA 
fragmentov glede na njihovo dolžino. Krajši fragmenti skozi kapilaro potujejo hitreje, daljši pa 
počasneje. Vsak fluorescenčno označen fragment na koncu kapilare zazna sistemska kamera z 
laserjem. Ta omogoča nastanek fluorescenčnega signala, ki generira vrh (angl. peak) v 
končnem elektroferogramu. Na podlagi znanih dolžin DNA fragmentov na osnovi 
velikostnega standarda LIZ 600 in pričakovanega časa njihovega potovanja skozi kapilaro 
nastane standardna krivulja, ki omogoča natančno določitev relativne dolžine neznanih DNA 
fragmentov za vsak vzorec posebej (58; 59). 
 
4.3.3.4 ANALIZA REZULTATOV S PROGRAMSKO OPREMO Coffalyser.Net 
Za analizo rezultatov reakcije MLPA smo uporabili program Coffalyser.Net. Najprej smo v 
programu odprli okno za vnos nove analize. Nato smo izbrali podatke za mešanico sond  
P018-G2 SHOX in pripadajočo LOT identifikacijsko številko uporabljenih reagentov. Med 
možnostmi elektroforeznih naprav smo izbrali ABI 3500, za velikostni standard pa GS600. 
Analizo smo ustrezno poimenovali (datum, preiskovani gen, oznake vključenih vzorcev) in 
rezultate elektroforeze v obliki FSA podatkovne datoteke prenesli v program. Ustrezno smo 
definirali tip vzorca (preiskovani vzorci, referenčni vzorci, vzorci brez DNA) in zagnali 
fragmentno analizo, nato pa še primerjalno analizo (angl. comparative analysis) (60).  
Pred pregledom končnih rezultatov smo najprej preverili kakovost vsake reakcije MLPA. 
Mešanica sond P018-G2 SHOX vsebuje 10 kontrolnih fragmentov – 4 Q-fragmente (angl. 
DNA Quantity Fragments), 2 D-fragmenta (angl. DNA Denaturation Fragment), 1 
benchmarkov fragment, 1 X-fragment (specifičen za kromosom X) in 2 Y-fragmenta 
(specifična za kromosom Y). Njihov pomen je razložen v Preglednici IV (46). 
Preglednica IV: Kontrolni fragmenti in njihov pomen. Povzeto po (46) in (54). 
Ime Dolžina (nt) Pomen 
Benchmarkov fragment 92 Merilo ostalim kontrolnim fragmentom 
Q-fragmenti 64, 70, 76, 82 Ocena količine DNA in uspešnosti ligacije 
D-fragmenti 88, 96 Ocena uspešnosti denaturacije DNA 
X-fragment; Y-fragmenta 100; 105, 118 Kontrola spola in kontaminacije med vzorci 
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Analiza podatkov s programom Coffalyser.Net vključuje normalizacijo fluorescence 
posameznih sond na dveh nivojih - znotraj enega vzorca (angl. intrasample normalisation) in 
med različnimi vzorci (angl. intersample normalisation). Pri prvem analiza primerja signal 
vsake posamezne sonde v vzorcu s signalom referenčnih sond, ki imajo normalno številčno 
zaporedje CNV. Pri drugem pa primerja relativne signale sond vsakega preiskovanega vzorca 
s signali sond vseh referenčnih vzorcev z normalnim številom CNV. Ta primerjava omogoča 
določitev relativnega števila CNV v tarčnem zaporedju preiskovanega vzorca (54). Končni 
rezultat analize podatkov je podan z diagramom razmerja sond (angl. probe ratio chart) 
oziroma v obliki doznega količnika (angl. dosage quotient - DQ). Iz vrednosti DQ lahko 
ugotovimo, ali je v preiskovanem vzorcu na posameznem tarčnem zaporedju prisoten CNV in 
kakšnega tipa je (delecija/duplikacija). Možnosti so navedene v Preglednici V (46).  
Preglednica V: CNV status s pripadajočimi vrednostmi DQ (46). 
CNV status Dozni količnik (DQ) 
Normalen (2 kopiji) 0,80 < DQ < 1,20 
Homozigotna delecija (0 kopij) DQ = 0 
Heterozigotna delecija (1 kopija) 0,40 < DQ < 0,65 
Heterozigotna duplikacija (3 kopije) 1,30 < DQ < 1,65 
Heterozigotna triplikacija/ homozigotna duplikacija (4 kopije) 1,75 < DQ < 2,15 
Nejasno število CNV Druge vrednosti 
 
4.3.4 SEKVENCIRANJE PO SANGERJU 
Princip metode 
Ker metoda MLPA ne omogoča določanja točkovnih sprememb, manjših delecij in insercij, 
smo vzorce brez sprememb v številu kopij analizirali z dodatno molekularno-genetsko metodo 
– sekvenciranjem. Določitev nukleotidnega zaporedja s sekvenciranjem po Sangerju temelji na 
pomnoževanju odsekov izbranega gena z verižno reakcijo s polimerazo (angl. polymerase 
chain reaction - PCR). Uspešnost pomnoževanja preverimo z agarozno elektroforezo. Sledi 
sekvenčna reakcija, pri kateri z vgradnjo modificiranih nukleotidov (ddNTP) nastanejo 
označeni DNA fragmenti vseh možnih dolžin. Fragmente po velikosti ločimo s kapilarno 
elektroforezo v genetskem analizatorju. Ta s pomočjo laserja detektira fluorescenčno označen 
ddNTP na koncu vsakega fragmenta, kar pretvori v električni signal. Rezultat sekvenčne 
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reakcije je elektroferogram, ki ga primerjamo z normalnim zaporedjem izbranega gena in tako 
ugotovimo prisotnost sprememb v nukleotidnem zaporedju. Program za primerjavo dveh 
nukleotidnih zaporedij se imenuje BLAST (61) in pokaže vsa neujemanja med vzorčnim in 
kontrolnim referenčnim zaporedjem.  
 
4.3.4.1 VERIŽNA REAKCIJA S POLIMERAZO (PCR) 
Reagenti in raztopine 
• originalne raztopine oligonukleotidnih začetnikov (Preglednica VI), 
• voda brez nukleaz, Promega (Madison, WI, ZDA), 
• vzorci gDNA s koncentracijo 100 ng/µL, 
• komercialno dostopna PCR reakcijska mešanica GoTaq® G2 Green Master Mix, 
Promega (Madison, WI, ZDA). 
Preglednica VI: Oligonukleotidni začetniki za pomnoževanje odsekov gena SHOX. 



















Iz originalnih raztopin oligonukleotidnih začetnikov smo najprej pripravili delovne raztopine s 
koncentracijo 10 pmol/µL. Za redčenje smo uporabili vodo brez nukleaz (90 µL vode + 10 µL 
originalne raztopine). Nato smo v reakcijske epruvete volumna 0,2 mL za vsak vzorec 
napipetirali 10 µL PCR reakcijske mešanice, 7 µL vode, 1 µL delovne raztopine SHOX F in  
1 µL delovne raztopine SHOX R ločeno za vsak ekson (eksona 4 in 5 analiziramo skupaj). V 
                                                          
1 Kodirajoča regija gena SHOX se začne s start kodonom ATG v eksonu 2. Prvi ekson je nekodirajoč, 
zato ni vključen v sekvenčno analizo. Oštevilčenje se torej začne z eksonom 2.  
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komori za delo z DNA smo v reakcijske epruvete dodali še 1 µL predhodno redčene gDNA. 
Za vsak ekson smo pripravili tudi slepo kontrolo. Pomnoževanje odsekov gena SHOX je 
potekalo v cikličnem termostatu po spodaj prikazanem programu (Preglednica VII). 
Preglednica VII: Pogoji pomnoževanja odsekov gena SHOX v cikličnem termostatu.  
 Temperatura in čas 
Začetna denauracija 95 °C, 2 min 
Pomnoževanje 
95 °C, 30 s 
35 x 64 °C, 30 s* 
72 °C, 40 s 
Končno podaljševanje 72 °C, 7 min 
Hlajenje 10 °C, ∞ 
*Pri pomnoževanju eksona 6 smo čas prileganja podaljšali na 40 s. 
 
4.3.4.2 AGAROZNA ELEKTROFOREZA 
Reagenti in raztopine 
• agaroza, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, ZDA), 
• 1X TBE pufer, 
• barvilo SYBR Safe DNA Gel Stain, Invitrogen, Life Technologies (San Diego, CA, 
ZDA), 
• destilirana voda, 
• vzorci (produkti reakcije PCR). 
Delovni postopek 
V prvem koraku smo pripravili 2% agarozni gel. V erlenmajerico smo zatehtali 1,6 g agaroze, 
jo prelili z 80 mL TBE pufra in dodali 8 µL barvila SYBR Safe. Mešanico smo kuhali v 
mikrovalovni pečici, dokler se niso raztopili vsi delčki agaroze. Med kuhanjem je nekaj 
mešanice izparelo, zato smo v erlenmajerico dolili toliko destilirane vode, da je bila teža 
vsebine enaka kot pred kuhanjem. Gel smo med mešanjem na magnetnem mešalu ohladili na 
približno 60 °C in ga nato vlili v kalup z glavnički. Po 30 minutah smo strjenemu gelu 
odstranili glavničke in ga vstavili v elektroforezno kadičko, napolnjeno s TBE pufrom. V vsak 
žepek na gelu smo napipetirali 8 µL vzorca ali 8 µL slepe kontrole. Elektroforeza je potekala 
25 min pri 90 V. Po končanem procesu smo gel postavili v komoro za slikanje gelov G:Box in 
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s programom GeneSnap posneli rezultate. V primeru uspešne reakcije PCR smo na gelu za 
vsak uspešno pomnožen odsek opazili svetel signal, razen na mestu slepe kontrole.  
 
4.3.4.3 SEKVENČNA REAKCIJA IN PRECIPITACIJA PRODUKTOV 
Reagenti in raztopine 
• delovne raztopine oligonukleotidnih začetnikov s koncentracijo 10 pmol/µL, 
• encim Exo-SAP-IT, Affymetrix (Santa Clara, CA, ZDA), 
• reagent za sekvenciranje Big-Dye Terminator (BDT), redčen s pufrom za 
sekvenciranje, Applied Biosystems (Waltham, MA, ZDA), 
• voda brez nukleaz, Integrated DNA Technologies (Coralville, IA, ZDA), 
• 100% in 70% etanol, 3 M natrijev acetat, 
• vzorci (produkti reakcije PCR). 
Delovni postopek 
V vsako epico mikrotitrske ploščice MicroAmp® Optical smo napipetirali 1 µL encima  
Exo-SAP-IT in 2,5 µL raztopine pomnožka PCR. Ploščico smo vorteksirali in kratko 
centrifugirali. V cikličnem termostatu smo jo inkubirali po naslednjem programu - 15 min/37 
°C, 15 min/80 °C in ohladitev na 10 °C. Medtem smo ustrezno razredčili reagent BDT (112,5 
µL reagenta + 292,5 µL vode). V vsako epico na ploščici smo dodali 16,2 µL redčenega 
reagenta BDT in 0,35 µL delovne raztopine ustreznega oligonukleotidnega začetnika. Ploščico 
smo ponovno vorteksirali in kratko centrifugirali ter v cikličnem termostatu zagnali program 
za sekvenčno reakcijo – 1 min/96 °C, 25 x (10 s/96 °C, 5 s/50 °C, 4 min/60 °C) in ohladitev na  
4 °C.  
Po končani sekvenčni reakciji smo s precipitacijo produktov odstranili vse nevgrajene ddNTP 
in oligonukleotidne začetnike, ki bi sicer ovirali prepoznavanje nukleotidov v genetskem 
analizatorju. Najprej smo v čašo zamešali 6 mL etanola (100%) in 240 µL natrijevega acetata, 
nato pa smo v vsako epico mikrotitrske ploščice dodali 52 µL pripravljene mešanice. Ploščico 
smo dobro vorteksirali in 10 min inkubirali na ledu. Nato smo jo vstavili v centrifugo 
Universal 320R in centrifugirali 45 min pri 4 °C na 3990 rpm. Po končanem centrifugiranju 
smo na ploščici odstranili pokrovčke in jo obrnjeno navzdol ponovno centrifugirali, tokrat le 1 
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min na 500 rpm. Nato smo v vsako epico dodali 70 µL etanola (70%), ploščico vorteksirali in 
15 min centrifugirali na 3990 rpm. Supernatant smo odstranili s ponovnim centrifugiranjem (1 
min, 500 rpm) navzdol obrnjene odprte ploščice. Tako pripravljene oborjene produkte 
sekvenčne reakcije smo pred nadaljevanjem 30 min sušili na zraku. 
 
4.3.4.4 KAPILARNA ELEKTROFOREZA 
Reagenti in raztopine 
• formamid, Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, ZDA), 
• vzorci (produkti sekvenčne reakcije). 
Delovni postopek 
V vsako epico pripravljene mikrotitrske ploščice smo z elektronsko pipeto dodali 18,5 µL 
formamida. Ploščico smo zaprli, vorteksirali in produkte denaturirali v cikličnem termostatu  
(5 min/95 °C). Medtem smo v program genetskega analizatorja ABI 3500 vnesli podatke o 
naših vzorcih ter med možnostmi testov izbrali sekvenčno analizo. Mikrotitrsko ploščico smo 
po denaturaciji vstavili v genetski analizator in zagnali analizo.  
 
4.3.4.5 ANALIZA IN INTERPRETACIJA REZULTATOV 
Rezultat kapilarne elektroforeze je elektroferogram, kjer modri vrhovi predstavljajo gvanin - 
G, rdeči citozin - C, zeleni adenin - A in črni timin - T. Rezultate sekvenčne analize smo 
odprli v prosto dostopni aplikaciji Chromas (62) in jih v FASTA formatu prenesli v program 
BLAST (61). S tem programskim orodjem smo dobljeno nukleotidno zaporedje primerjali z 
referenčnim zaporedjem gena SHOX (NG_009385.2), objavljenim v bazi zaporedij GenBank 
(63). Vsako odkrito nukleotidno spremembo smo poiskali na elektroferogramu in jo ustrezno 
poimenovali po priporočilih HGVS (angl. Human Genome Variation Society) nomenklature 
(64). V podatkovni bazi humanih genetskih sprememb  HGMD (52), bazi polimorfizmov 
dbSNP (65) in zbirki podatkov gnomAD (66) smo preverili, ali je sprememba že opisana ter s 
pomočjo bioinformatičnega orodja InterVar (67) ovrednotili njen patološki učinek. Vse 
genetske različice so po ACMG (angl. American College of Medical Genetics and Genomics) 
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priporočilih razvrščene v eno izmed naslednjih kategorij – patogene, verjetno patogene, 























V raziskavo je bilo vključeni 84 preiskovancev (43 ženskega in 41 moškega spola), starih od 2 
do 22 let. Pri teh preiskovancih niso bili prisotni očitnejši vzroki nizke rasti (izključitveni 
dejavniki), kar jih uvršča v skupino otrok in mladostnikov z nepojasnjeno nizko rastjo. Na 
podlagi podatkov iz ambulantnih obravnav preiskovancev smo izračunali povprečje 
standardnih odklonov za telesno višino, ki je pri dekletih znašalo -2,9 SD, pri fantih pa -2,1 
SD. Pri 41 preiskovancih so bili prisotni posamezni blagi dismorfni znaki, od tega pri 7 
dekletih hkrati tudi disproporcionalnost telesnih okončin v primerjavi s trupom. Kostna starost 
je pri 52% bolnikov zaostajala za kronološko starostjo, pri 18% pa je bila pospešena. 
Vrednosti IGF-1 in IGFBP-3 sta bili pri večini preiskovancev normalni, le pri 10% 
preiskovancev rahlo znižani. Pri obravnavi smo upoštevali tudi končni telesni višini obeh 
staršev. 36 preiskovancev ima vsaj enega od staršev z nekoliko nižjo telesno višino, od tega 8 
z izrazito nizko rastjo. 
Vzorce vseh preiskovancev smo najprej analizirali z metodo MLPA, pri čemer smo iskali 
večje spremembe v celotni regiji SHOX (vključno z ojačevalnimi zaporedji). Vzorce, pri 
katerih z metodo MLPA nismo odkrili nikakršnih sprememb, smo dodatno analizirali s 
sekvenciranjem kodirajoče regije gena SHOX. 
 
5.2 ANALIZA ŠTEVILA KOPIJ GENA SHOX Z METODO MLPA 
Mešanica sond SALSA MLPA Probemix P018-G2 SHOX skupno vsebuje 48 sond. 26 sond se 
veže na gen SHOX in njegove regulatorne regije v območju Xp22, 13 sond se veže drugje na 
kromosomu X, 9 referenčnih sond pa prepozna avtosomne kromosome. Sonde, ki se vežejo 
drugje na kromosomu X, omogočajo prepoznavanje daljše delecije in ločitev delecije gena 
SHOX od Turnerjevega sindroma (46). 
Z metodo MLPA (MRC-Holland) smo med 84 preiskovanci odkrili 2 z večjo spremembo v 
regiji SHOX in 2 z manjšo spremembo znotraj območja prileganja ene od sond. Po naključju 
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smo manjšo spremembo odkrili tudi v enem od referenčnih vzorcev. Več podrobnosti o 
odkritih spremembah je zbranih v Preglednici VIII, rezultati za vsako spremembo posebej pa 
so prikazani na Slikah 8-12. Pred vsako interpretacijo rezultatov smo za vsak vzorec posebej 
najprej ocenili višine kontrolnih fragmentov, saj le ti izražajo kakovost posamezne reakcije 
MLPA (Slika 13).  
Preglednica VIII: Spremembe gena SHOX, opredeljene z metodo MLPA. Vse navedene spremembe so 
bile opredeljene v heterozigotni obliki. 
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Slika 8: Razmerje sond pri preiskovanki 33 s heterozigotno duplikacijo v predelu regulatornega 
elementa CNE-5 gena SHOX. Kodirajoča regija gena pri tem ni prizadeta.  
 
 
Slika 9: Razmerje sond pri preiskovanki 34 s heterozigotno delecijo 13597-L15055 sonde, ki 
pokriva gen IL3RA. Ta sonda je v mešanico sond SALSA MLPA Probemix P018-G2 SHOX 
vključena za lažje določanje obsega delecij/duplikacij. Spremenjeno število kopij tega gena ni 




Slika 10: Razmerje sond pri preiskovanki 43 z dolgo heterozigotno duplikacijo v regiji SHOX. 
Duplikacija zajema celotno kodirajočo regijo gena in več regulatornih elementov. Njena dolžina je 
približno 324 kbp. Vrednosti DQ za naštete sonde (modre pike na grafu) so med 1,30 in 1,65.  
 
 
Slika 11: Razmerje sond pri preiskovancu 65 z dolgo heterozigotno delecijo v regiji SHOX.. Delecija 
zajema celotno kodirajočo regijo gena, vse regulatorne elemente (z izjemo CNE-5), ter še 4 druge 
gene. Njena dolžina je približno 1340 kbp. Vrednosti DQ za naštete sonde (rdeče pike na grafu) so med 




Slika 12: Razmerje sond za ženski referenčni vzorec (ŽK1), v katerem smo po naključju odkrili 
duplikacijo gena CRLF2. Omenjena sprememba se pojavi pri 1 od 12 zdravih posameznikov. Tak 
referenčni vzorec ni primeren za analizo, zato smo ga nadomestili z drugim vzorcem. 
 
 
Slika 13: Prikaz kontrolnih fragmentov Q (oranžna), D (zelena), X (rdeča), Y (modra) in 
benchmarkovega fragenta (rumena). Na sliki je elektroferogram moškega referenčnega vzorca 
(MK1). Višina vrhov je podana v RFU (angl. relative fluorescence units).  
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5.3 SEKVENCIRANJE PO SANGERJU 
Vzorcem, pri katerih z metodo MLPA nismo odkrili nobene spremembe, smo s 
sekvenciranjem po Sangerju analizirali kodirajočo regijo gena SHOX (NG_009385.2). Ta se 
začne z začetnim kodonom ATG znotraj eksona 2 in zaključi s terminacijskim kodonom TGA 
v eksonu 6 (Slika 14). Prvi ekson je nekodirajoč, zato ni bil vključen v sekvenčno analizo.  
Slika 14: Kodirajoče in nekodirajoče regije gena SHOX. Na sliki sta prikazani obe izoformi 
gena (SHOXa in SHOXb), ki nastaneta zaradi alternativnega spajanja eksonov 6a in 6b. 
Prikazani so tudi ostali geni v regiji PAR1. Homeozaporedje je označeno s turkizno barvo. 
Povzeto po (33). 
S sekvenciranjem po Sangerju smo pri štirih preiskovancih iz analizirane skupine bolnikov 
našli le 2 različni spremembi, obe v heterozigotni obliki. Gre za točkovno spremembo v 
eksonu 2 in delecijo treh kodonov v nekodirajoči regiji med eksonoma 4 in 5 (Preglednica IX). 
Prvo spremembo smo odkrili pri dveh dekletih (preiskovanki 6 in 36) in enem dečku 
(preiskovanec 63), drugo pa zgolj pri eni od deklic (preiskovanka 19). Eksona 4 in 5 sta krajša 
od ostalih in se nahajata drug ob drugem, zato smo za njuno pomnoževanje uporabili skupen 
par oligonukleotidnih začetnikov (SHOXex4.5.F in SHOXex4.5.R). Na ta način smo 
sekvencirali in analizirali tudi vmesni intron.  
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Preglednica IX: Spremembe gena SHOX, opredeljene s sekvenciranjem po Sangerju. Obe spremembi 
sta bili opredeljeni v heterozigotni obliki. 
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Sprememba SHOX NM_000451.3:c.63C>T (NP _000442.1:p.Gly21=), prikazana na Sliki 
15, je tiha ali sinonimna sprememba. Gre za zamenjavo enega nukleotida za drugega znotraj 
kodirajočega zaporedja, pri čemer se vgrajena aminokislina ne spremeni. To omogoča 
degeneriranost genetskega koda, kar pomeni, da so nekatere aminokisline kodirane z več 
različnimi kodoni. Kodona GGC in GGT se oba prevajata v aminokislino glicin. V podatkovni 
bazi HGMD sprememba ni zabeležena, v zbirki dbSNP pa je zavedena pod oznako 
rs142306835. Spremembo smo odkrili pri dveh dekletih in enem dečku (Preglednica IX). Po 
podatkih gnomAD je njena frekvenca v splošni evropski populaciji (brez Finske) 0,6%, v 
svetovni populaciji pa 0,4%. V spletni zbirki ClinVar (73) je njena patološkost po zadnjih 
podatkih opredeljena kot benigna/verjetno benigna.  
 
Slika 15: Odsek gena SHOX, kjer se nahaja sprememba SHOX NM_000451.3:c.63C>T v heterozigotni 
obliki (označena z rdečo puščico). 
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Spremembo NM_000451.3:c.544+15_544+23del, prikazano na Sliki 16, smo odkrili v intronu 
med eksonoma 4 in 5, pri čemer sta omenjena eksona ostala intaktna. Gre za delecijo 9 
nukleotidov (TGGGGGGAC), ki pa se ne nahaja na prelomu eksona z intronom in zato zelo 
verjetno ne vpliva na klinično sliko. Po podatkih gnomAD je njena frekvenca izjemno nizka, 
in sicer v evropski populaciji (brez Finske) 0,002%, v svetovni populaciji pa le 0,0008%. V 
bazah HGMD in dbSNP sprememba ni zabeležena, prav tako je ne najdemo v spletnih zbirkah 
ClinVar in InterVar.  
 
Slika 16: Odsek gena SHOX, kjer se nahaja sprememba NM_000451.3:c.544+15_544+23del v 
heterozigotni obliki. Gre za delecijo 9 nukleotidov, ki se na sliki nahajajo v rumenem okvirčku. Zgornja 
vrstica predstavlja zaporedje nukleotidov na normalnem alelu, spodnja vrstica pa zaporedje 











6.1 METODOLOŠKI PRISTOPI ZA OPREDELITEV SPREMEMB V GENU SHOX 
Spremembe v genu SHOX so bile v preteklih študijah prepoznane kot najpogostejši 
monogenski vzrok nizke rasti (12; 49; 69). Poleg tega so po podatkih v literaturi pogost vzrok 
nepravilnosti v rasti tudi spremembe v oddaljenih regulatornih področjih gena SHOX (49; 74). 
V 80% primerov gre za celotno ali delno delecijo gena ali njegovih ojačevalnih zaporedij, pri 
preostalih 20% pa za posamične točkovne in druge manjše spremembe (33). Pojavnost 
sprememb v genu SHOX pri otrocih s prvotno diagnozo ISS je na podlagi presejalnih študij 
trenutno ocenjena na 2-15% (12; 49; 74). Ocena se razlikuje od kohorte do kohorte, s pojavom 
vse občutljivejših genetskih testov (npr. MLPA) in zavedanjem pomembnosti ojačevalnih 
zaporedij pa dodatno narašča (33; 75).  
Običajen pristop za detekcijo sprememb v genu SHOX se začne z določanjem sprememb v 
številu kopij (CNV), predvsem večjih delecij, saj so le-te najpogostejše. Pri tem je zelo 
učinkovita metoda FISH, ki je enostavna in cenovno ugodna. Omejitev metode FISH je v tem, 
da omogoča samo določanje sprememb v številu CNV, ne pa manjših genetskih sprememb. 
Prav tako so posamezne sonde specifične za določena področja in je za analizo različnih 
področij potrebno uporabiti ločene sonde. Za razliko od FISH, MLPA omogoča sočasno 
analizo širših genomskih področij, saj sočasno uporabimo sonde, ki se lahko nalegajo na 
različna področja genoma. Zato je po odkritju pomena ojačevalnih zaporedij gena SHOX pri 
razvoju ISS prav MLPA postala metoda izbora. Je hitra, enostavna in zelo občutljiva za 
odkrivanje večjih delecij v samem genu in hkrati tudi v bolj oddaljenih regulatornih regijah 
gena (33; 76). Pomembna prednost analize MLPA je tudi ta, da omogoča sočasno analizo 
številnih bolnikov v istem eksperimentu. Točkovne spremembe ter manjše delecije ali 
insercije so v genu SHOX redkejše, odkrijemo pa jih z direktnim sekvenciranjem kodirajočega 
področja ter okoliških regij. Ta pristop je tako komplementaren analizi FISH ali MLPA, če 
želimo določati vse vrste sprememb, tako sprememb v številu kopij kot manjših sprememb. To 
je tudi razlog, da smo pri tej raziskavi pri vseh bolnikih v prvi stopnji najprej določali 
prisotnost sprememb v številu kopij z metodo MLPA. V drugi stopnji pa smo bolnikom, pri 
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katerih spremembe v številu kopij niso bile prisotne, s sekvenciranjem določali še manjše 
genetske spremembe.  
 
6.2 GENETSKE SPREMEMBE V SKUPINI SLOVENSKIH PREISKOVANCEV Z 
NEPOJASNJENO NIZKO RASTJO 
Pri diagnostiki nepojasnjene nizke rasti je izjemnega pomena kombiniranje različnih metod 
(od citogenetskih do molekularno-genetskih), ki skupaj s pravilno interpretacijo omogočajo 
prepoznavanje vseh tipov sprememb. V naši nalogi smo vzorce najprej analizirali z metodo 
MLPA, nato pa vse negativne še z direktnim sekvenciranjem po Sangerju. Med 84 vzorci smo 
z MLPO odkrili 3 spremembe v regiji SHOX: dolgo (najmanj 1340 kbp) heterozigotno 
delecijo, dolgo (najmanj 324 kbp) heterozigotno duplikacijo in heterozigotno duplikacijo 
ojačevalnega elementa CNE-5 za gen SHOX.   
Vsaj 1340 kbp dolga delecija, ki zajema celoten gen SHOX, je prisotna pri dečku z ISS, ki 
nima dodatnih znakov dismorfizma ali disproporcionalnosti. Pri dečku je izgubljen celoten gen 
SHOX, kar je vzrok njegove nizke rasti. So pa krajše okončine in Madelungova deformacija 
prisotne pri njegovi materi, ki je visoka le 150 cm. Zato je priporočljivo, da se genetska 
analiza opravi tudi pri njej. Sprememba, opredeljena pri tem bolniku, je edina nedvomno 
vzročna sprememba, ki smo jo opredelili v naši skupini preiskovancev z nizko rastjo. Njeno 
dolžino smo ocenili tako, da smo sešteli razdalje med mesti naleganja posameznih sond v 
MLPA reagentu, pri katerih je prišlo do delecije ene kopije, kar skupno znaša 1340 kbp. 
Seveda je delecija lahko nekoliko daljša, vendar tega z uporabljeno metodo ne moremo 
oceniti. Prisotnost spremembe bi lahko potrdili z analizo FISH, ki prav tako ne bi omogočala 
natančnejše opredelitve njenega obsega. Za natančno opredelitev lomov delecije in njene 
natančne dolžine bi bilo potrebno izvesti sekveciranje celotne regije po korakih. Jasno pa je, 
da opredeljena delecija zajema celotno kodirajočo regijo gena SHOX skupaj z vsemi 
regulatornimi elementi na obeh straneh gena (z izjemo CNE-5), ter še 4 druge gene (CRLF2, 
CSF2RA, IL3RA in ASMT) in je zaradi tega vzrok za nizko rast. Podobno ali celo enako 
spremembo so z metodo MLPA pri dveh preiskovancih odkrili tudi Chen in sod. (49) ter jo 
prav tako opredelili kot vzročno za nizko rast. Delecije primerljivih dolžin, ki zajemajo 
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celotno kodirajočo regijo gena in vse regulatorne elemente, so v svojih delih zabeležili še Van 
Duyvenvoorde in sod. (77), Marstrand-Joergensen in sod. (78) in Soucek in sod. (79). 
Vsaj 324 kbp dolga duplikacija v regiji SHOX ni znan vzrok nizke rasti. Benito-Sanz in sod. so 
v svoji študiji o SHOX/PAR1 duplikacijah opozorili na prisotnost le-teh tudi pri drugih 
kliničnih stanjih, zato je njihova patogenost pri nizki rasti vprašljiva (69). Za potrditev njene 
vzročnosti bi bile potrebne dodatne raziskave in opredelitev njene pogostosti v splošni 
populaciji, zato spremembo za zdaj smatramo kot benigno. Do podobnih zaključkov so v 
svojih študijah o duplikacijah v regiji SHOX prišli še Iughetti in sod. (70), Fukami in sod. (71) 
ter Sandoval in sod. (72). Podobno duplikacijo gena SHOX so  Tropeano in sod. (80) povezali 
celo z motnjami v razvoju živčnega sistema. 
Izolirana duplikacija ojačevalnega elementa CNE-5 je prvič opisana kot samostojna 
sprememba pri bolniku z ISS. V literaturi se pojavi le v kombinaciji z delecijo CNE-3, kar pa 
avtor obravnava kot vzročno spremembo v družini z ISS (69; 81). Za potrditev vzročnosti 
duplikacije CNE-5 bi bila potrebna ločena študija in opredelitev njene pogostosti v splošni 
populaciji, zato tudi to spremembo za zdaj smatramo kot benigno.  
S sekvenciranjem po Sangerju smo odkrili 2 različni heterozigotni spremembi, tiho 
spremembo SHOX NM_000451.3:c.63C>T (NP _000442.1:p.Gly21=) in intronsko 
spremembo NM_000451.3:c.544+15_544+23del. Spremembi ne vplivata na spremembo 
aminokislinskega zaporedja proteina, nahajata se v regijah, ki nista pomembni za izrezovanje 
intronov, in sta prisotni tudi v splošni populaciji. Zato gre zelo verjetno za benigni spremembi 
in tako nista vzrok za nizko rast preiskovancev.  
 
6.3 PRIMERJAVA POGOSTOSTI SPREMEMB V GENU SHOX V SKUPINI 
SLOVENSKIH PREISKOVANCEV Z NEPOJASNJENO NIZKO RASTJO S 
POGOSTOSTJO V DRUGIH POPULACIJAH 
Z gotovostjo lahko torej trdimo, da smo med 84 preiskovanci z nepojasnjeno nizko rastjo našli 
le enega z vzročno spremembo, kar predstavlja 1,2% naše raziskovalne skupine. Naše 
ugotovitve torej nekoliko odstopajo od podatkov iz literature, ki navaja 2-15% pojavnost 
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SHOX sprememb v skupini nepojasnjene nizke rasti (12; 49; 74). Najpomembnejši vzrok za 
nižji odstotek je verjetno premajhna skupina preiskovancev nizke rasti, zaradi česar je 
odstopanje v pogostosti lahko precej večje. Pomembno pa na izplen analize vpliva tudi 
oblikovanje vključitvenih/izključitvenih kriterijev in klinična opredelitev preiskovancev, kjer 
je lahko različna tudi interpretacija klinične definicije nizke rasti. Klinična opredelitev 
populacije je namreč pogoj za to, da je preiskovana skupina bolj homogena. Zavedati pa se je 
potrebno tudi tega, da so v različnih raziskavah uporabljeni različni metodološki pristopi 
(povzeti v Preglednici X), ki omogočajo določanje različnih tipov sprememb in s tem različen 
diagnostični izplen. Spremembe se tako lahko nahajajo v regijah, ki z uporabljenim pristopom 
niso bile analizirane. 
Raziskave so za bolnike z nizko rastjo iz različnih populacij poročale zelo različne podatke o 
frekvenci sprememb v genu SHOX in njegovih regulatornih regijah. V Preglednici X so zbrani 
podatki nekaterih izmed njih, predvsem tistih opravljenih na evropskih populacijah. V 
preglednico so za primerjavo z našo raziskavo vključeni tudi metodološki pristopi in število 
vključenih preiskovancev.  
Preglednica X: Povzetek nekaterih študij o pojavnosti sprememb v genu SHOX pri osebah z ISS.  
Prvi avtor, leto Narodnost Metoda 
Frekvenca sprememb 
v genu SHOX 
Müsebeck, 2001 (20) Nemci FISH 0/35 (0%) 
Rappold, 2002 (12) Nemci, Japonci SSCP + sekveniranje + FISH 3/750, 3/150 (2,4%) 
Morizio, 2003 (82) Neopredeljeno FISH 4/56 (7,1%) 
Rappold, 2007 (83) Mešano SSCP + FISH 34/1534 (2,2%) 
Chen, 2009 (49) Mešano FISH + MLPA 31/735 (4,2%) 
Rosilio, 2012 (84) Francozi MLPA + sekveniranje 49/290 (16,9%) 
Benito-Sanz, 2012 (85) Španci MLPA 11/576 (1,9%) 
Hirschfeldova, 2012 (74) Čehi MLPA 6/51 (11,8%) 
Hovnik, 2015 (76) Slovenci FISH + sekveniranje 0/40 (0%) 
Ta raziskava Slovenci MLPA + sekveniranje 1/84 (1,2%) 
 
Ena izmed največjih objavljenih študij je bila opravljena na 1534 predpubertetnih otrocih 
nepojasnjene nizke rasti. Od teh so pri 2,2% zaznali različne spremembe v genu SHOX, 
najpogosteje delecije celotnega gena (83). Do podobnih zaključkov je vodila študija iz leta 
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2002, pri kateri so Rappold in sod. z metodami SSCP (angl. single strand conformation 
polymorphism), sekvenciranjem in FISH analizirali 900 preiskovancev nepojasnjene nizke 
rasti.  Pri 9 od 750 preiskovancev so v kodirajoči regiji SHOX našli točkovne spremembe ali 
manjše delecije, vendar od tega le 3 z dejansko vzročno spremembo (0,4%). Vzročne točkovne 
spremembe so se v tej skupini preiskovancev najpogosteje nahajale v eksonu 3, ki nosi zapis 
za večji del homeozaporedja (t.j. zaporedje, ki nosi zapis za ključen sestavni del 
transkripcijskega faktorja SHOX). Delecijo celotnega gena so odkrili pri treh od 150 
preiskovancev (2%), kar skupaj z manjšimi spremembami predstavlja 2,4% pojavnost vseh 
vzročnih sprememb v genu SHOX (12). Rao in sod. so med 200 preiskovanci z ISS našli le 2 z 
nesmiselno točkovno spremembo v genu SHOX, kar je dodaten dokaz, da so tihe, 
drugačnosmiselne, nesmiselne spremembe in manjše delecije v genu SHOX le redko vzrok 
nizke rasti (20). Delecije celotnega gena so po drugi strani relativno pogoste. Morizio in sod. 
so z metodo FISH dokazali kar 7,1% pojavnost obsežnih delecij gena SHOX med bolniki z ISS 
(82).  
V kasnejših študijah so bolezenske spremembe določali tudi v regulatornih regijah gena in ne 
le v kodirajočih regijah. Primer je študija na 735 preiskovancih z ISS, katerih vzorce so Chen 
in sod. analizirali z metodama FISH in MLPA. Prisotnost CNV v regiji SHOX so potrdili pri 
31 posameznikih (4,2%), od katerih jih je 8 nosilo spremembo le v ojačevalnih zaporedjih, 
oddaljenih najmanj 150 kb centomerno od kodirajoče regije. Sam gen je pri tem ostal 
nespremenjen (49). Rosilio in sod. so v kohorti francoskih otrok z ISS zabeležili kar 16,9% 
pojavnost sprememb v genu SHOX, med katerimi je bila več kot polovica takšnih z delecijo 
zgolj v ojačevalnih zaporedjih navzdol od gena (v smeri 3' UTR) (84). S tem so potrdili 
pomembno ugotovitev, da so delecije v regulatornih zaporedjih gena SHOX relativno pogost 
vzrok nizke rasti pri otrocih z diagnozo ISS. Vpliv ojačevalnih elementov na izražanje gena so 
potrdili tudi v študiji petih družin z Leri-Weillovo dishondrosteozo. Pri prizadetih članih 
družine so dokazali prisotnost delecij 100-300 kb navzdol od kodirajoče regije gena SHOX, 
sam gen pa je pri tem ostal intakten. S komparativno genomsko hibridizacijo (angl. 
comparative genomic hybridiztion – CGH) so v tej regiji prepoznali nekaj ohranjenih 
nekodirajočih področij (angl. conserved non-coding elements - CNE), ki delujejo kot 
ojačevalni elementi za transkripcijo gena SHOX (75). V sorodni študiji so Sabherwal in sod. 
43 
 
podrobneje analizirali razvoj piščančjih okončin, pri čemer so s CGH analizami dokazali 
prisotnost treh CNE 250 kb navzgor od gena SHOX (v smeri 5' UTR), ki imajo prav tako 
vlogo ojačevalcev za transkripcijo gena SHOX (86). Na podlagi vseh funkcionalnih in 
genomskih študij je bilo do sedaj skupno zabeleženih 7 transkripcijsko aktivnih ojačevalcev 
gena SHOX. Navzgor od gena se nahajajo CNE-5, CNE-3 in CNE-2, navzdol od gena pa 
CNE4, CNE5, ECR1 in CNE9/ECS4 (Slika 17). Izguba ojačevalnih elementov vodi do 
zmanjšanega izražanja gena ter posledično vpliva na rast in razvoj posameznika (81).  
V nasprotju z zgoraj omenjenimi študijami pa nekatere raziskave na manjših skupinah 
preiskovancev niso pokazale skladnih rezultatov. Eno izmed prvih objavljenih študij o SHOX 
spremembah so Müsebeck in sod. izvedli v kohorti s 35 preiskovanci nepojasnjene nizke rasti. 
Z metodo FISH med njimi niso odkrili nobene spremembe v genu SHOX, s čimer pa ni moč 
izločiti morebitnih točkovnih sprememb ali manjših delecij (20). Tudi študija, ki so jo Hovnik 
in sod. pred nekaj leti izvedli na Pediatrični kliniki Univerzitetnega kliničnega centra v 
Ljubljani ni razkrila nikakršnih sprememb v genu SHOX pri populaciji slovenskih otrok 
nepojasnjene nizke rasti. V študijo je bilo vključenih 40 otrok brez znane etiologije nizke rasti. 
Njihovi vzorci so bili analizirani z direktnim sekvenciranjem kodirajočih regij gena SHOX ter 
mej med eksoni in introni, za iskanje večjih delecij pa so izvedli analizo FISH. Zaključili so, 
da točkovne spremembe, manjše delecije ali insercije ter delecije celotnega gena SHOX niso 
pogost vzrok nizke rasti med slovenskimi otroci z ISS (76). Rezultati raziskave, ki smo jo 
opravili v tej magistrski nalogi, so kljub drugačnim metodološkim pristopom dokaj skladni s 
Slika 17: Prikaz vseh 7 transkripcijsko aktivnih ojačevalnih elementov gena SHOX. Prirejeno po (88). 
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prejšnjo raziskavo pri slovenskih bolnikih. Na večji skupini preiskovancev smo namreč 
potrdili predhodno opažanje, da so bolezenske spremembe gena SHOX v slovenski populaciji 
z ISS redkejši vzrok, kot bi to pričakovali glede na podatke iz literature. Prav tako lahko kljub 
le eni opredeljeni patološki deleciji rečemo, da so spremembe v številu kopij pogostejši vzrok 
ISS kot manjše točkovne spremembe, ki jih v slovenski populaciji v nobeni do sedaj 
opravljeni raziskavi še nismo odkrili.  
V naši skupini bolnikov ni bilo prisotnih določenih deformacij kosti in dismorfnih znakov,  
kot so krajše podlakti in goleni, cubitus valgus (vrsta deformacije podlakti), Madelungova 
deformacija in mišična hipertrofija. Za preiskovance s temi znaki namreč velja, da je pri njih 
pojavnost sprememb v genu SHOX veliko višja. Vseeno pa velja dejstvo, da je pri bolnikih z 
ISS izjemno težko določiti natančnejšo korelacijo genotip-fenotip (12; 74).  
Kljub vsem razpoložljivim genetskim testom in visokemu deležu dednosti rasti ima kompletna 
laboratorijska ocena asimptomatskega otroka z ISS majhen diagnostični izkoristek. To je 
najverjetneje tudi odraz kompleksnosti izražanja genov, vključenih v rast organizma, in 
njihovih interakcij.  V naši nalogi smo se osredotočili zgolj na enega od teh genov. Velikost 
organizma pa je poligenska lastnost, zato so deformacije rasti lahko posledica skupka majhnih 
sprememb v več različnih genih. Vsaka takšna sprememba ima le majhen učinek na rast, 
vendar vse skupaj lahko vodijo do občutne prizadetosti končne višine posameznika. V tem 
pogledu bi morali v diagnostiko nepojasnjene nizke rasti vključiti še številne spremljajoče 
gene, katerih najmanjša sprememba bi lahko prispevala k nizki rasti. Takšen pristop omogoča 
sekvenciranje naslednje generacije (NGS). NGS lahko uporabimo za sekvenciranje celotnega 
eksoma ali za sekvenciranje manjšega števila posameznih genov. Metoda se uporablja v 
klinični praksi, kljub temu, da je izjemno zamudna in draga. Najbolj celovito diagnostiko 
nepojasnjene nizke rasti omogoča kombinacija različnih metod, ki skupaj s pravilno 
interpretacijo prikažejo najbolj zanesljive rezultate. Največji diagnostični izplen namreč 
omogoča sekvenciranje vseh genov, povezanih z nizko rastjo, in analiza CGH. S kombinacijo 
teh dveh pristopov lahko zanesljivo analiziramo točkovne spremembe in spremembe v številu 





Na podlagi rezultatov naše raziskave lahko zaključimo: 
• Vzročno spremembo v genu SHOX smo odkrili le pri enem preiskovancu, kar 
predstavlja 1,2% naše raziskovalne skupine.  
• Z metodo MLPA smo v genu SHOX odkrili eno vzročno spremembo (dolgo delecijo) 
in eno spremembo neznanega pomena (dolgo duplikacijo). Za opredelitev vzročnosti 
dolge duplikacije bi bile potrebne dodatne raziskave.  
• Z metodo MLPA smo odkrili eno spremembo v regulatorni regiji gena SHOX 
(duplikacija CNE-5), pri čemer je kodirajoča regija gena ostala intaktna. Sprememba je 
neznanega pomena. Za ugotovitev vzročnosti bi bila potrebna dodatna študija.  
• S sekvenciranjem po Sangerju smo odkrili spremembi SHOX NM_000451.3:c.63C>T 
in SHOX NM_000451.3:c.544+15_544+23del. Obe spremembi sta zelo verjetno 
benigni.  
• Pojavnost SHOX sprememb v populaciji slovenskih otrok nepojasnjene nizke rasti je 
manjša, kot bi pričakovali glede na podatke drugih populacij. 
 
S tem smo delno potrdili zastavljeno hipotezo, saj so spremembe v številu kopij gena SHOX 
pri slovenskih preiskovancih z ISS pogosteje prisotne kot točkovne spremembe, kot je to 
opisano v druih populacijah. Drugega dela hipoteze nismo potrdili, saj je pogostost sprememb 
gena SHOX redkejša, kot je to opisano v drugih populacija bolnikov z ISS. Vzrok za to 
odstopanje ni popolnoma jasen in je lahko v izbranem analiznem pristopu, 
vključitvenih/izključitvenih kriterijih ali klinični opredelitvi preiskovancev. Lahko pa gre 
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